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RESUMEN 
 
La Fiebre Aftosa es la primera enfermedad para la cual la OIE estableció una 
lista de países y zonas libres Argentina ha sido declarada libre de la enfermedad 
sin vacunación hacia el sur del paralelo de 42º Sur, y con vacunación para el resto 
del país. La valoración de la potencia de las vacunas comerciales puede estimarse 
por desafío o bien indirectamente mediante la determinación de niveles séricos de 
anticuerpos (Ac) específicos por ELISA en fase líquida (FL-ELISA) o 
seroneutralización viral (SNV) a los 60 días post-vacunación. Partiendo de datos 
históricos de serología y desafío, se han construido curvas que permiten calcular 
una expectativa potencial de protección según el título de anticuerpos Ac.    
Al aplicar masivamente la vacunación, los animales de corta edad representan el 
eslabón más vulnerable ya que su inmunidad depende de la transferencia de 
calostro inmune desde la madre, y se desconoce cómo esto puede influir en la 
respuesta a la vacuna inactivada. Una evidencia práctica de este hecho es que los 
terneros representan la única categoría que se vacuna 2 veces por año, a 
diferencia de los adultos que sólo reciben una vacunación anual. 
Para el caso particular de la vacuna inactivada contra la fiebre aftosa existen sólo 
cuatro estudios publicados acerca de la posible interferencia de anticuerpos 
maternos en terneros, el más reciente es de hace 15 años. En estos trabajos se 
utilizan cepas que actualmente no circulan o no forman parte de la vacuna, y 
adyuvantes que son diferentes a los actuales. Las mediciones de Ac de estos 
estudios se hicieron mediante FL-ELISA o SNV (no ambas), por lo que nunca se 
aplicó más de una técnica serológica para estudiar la respuesta inmune de los 
terneros.  
El objetivo principal de esta tesis fue analizar los mecanismos  inmunológicos 
que se desarrollan en los terneros a partir de la transferencia de inmunidad pasiva 
por parte de madres vacunadas.  Para alcanzar este objetivo se determinamos la 
composición del calostro y las características de la transferencia de anticuerpos 
específicos contra el virus de la fiebre aftosa (VFA) al ternero. Estudiamos la 
magnitud y la duración de la respuesta humoral a la primovacunación en terneros 
de diferentes edades nacidos de madres vacunadas y la respuesta a la 
vacunación en un esquema de dos dosis en terneros con altos o bajos niveles de 
Ac calostrales . Finalmente, evaluamos la respuesta humoral y celular inducida por 
una dosis de vacuna anti-aftosa aplicada a los 32 días de vida terneros privados 
de calostro y en  grupos de terneros recibieron cantidades equivalentes de 
preparaciones de calostro que diferían en la presencia o no de células inmunes 
maternas pero que eran equivalentes en cuanto a la cantidad y calidad de Ac anti 
VFA (Ac totales, neutralizantes, isotipos).  
Nuestros resultados muestran que el calostro proveniente de madres 
vacunadas transfiere al ternero anticuerpos mayormente neutralizantes y del 
isotipo IgG1. Calculamos la vida media de los Ac totales, neutralizantes, IgG1, 
IgG2 e IgM específicas contra VFA. Comprobamos que la presencia o ausencia de 
células inmunes en el calostro suministrado a los terneros no interfiere con la 
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transferencia de los anticuerpos anti-VFA. Por otro lado pudimos detectar 
respuesta celular anti-VFA en terneros calostrados que aún no habían recibido 
vacunación anti-aftosa. La transferencia de células inmunes a través del calostro 
estaría brindando a los terneros no vacunados inmunidad celular específica 
sistémica durante los primeros meses de vida, sin interferir con la inducción de 
respuestas inmunes a la vacunación. Adicionalmente, los componentes solubles 
del calostro ejercerían algún efecto que favorece la respuesta inducida.  Los 
terneros vacunados, no calostrados o tratados con calostros completos o 
acelulares, inducen respuesta celular anti-VFA a partir de la semana de 
vacunación, independientemente también de los niveles de Ac específicos 
transferidos desde el calostro.  
Por el contrario, demostramos que la presencia de altos títulos de Ac calostrales 
en los terneros interfiere con la inducción de respuesta de Ac neutralizantes anti-
VFA por vacunación. En este sentido, la respuesta primaria al VFA (IgM)  se hace 
evidente cuanto más bajos son los títulos de Ac calostrales.  
Verificamos que la aplicación de esquemas de vacunación-revacunación 
espaciadas en un mes en terneros con altos niveles de Ac calostrales, evita la 
caída de los Ac totales, medidos por FL-ELISA, pero no los de los Ac 
neutralizantes. En los programas de relevamiento serológico estos animales 
presentarían títulos de FL-ELISA correspondientes a una EPP superior al 75%, 
que es considerado aceptable para la cobertura vacunal poblacional. Sin embargo, 
las diferencias con los valores observados por SNV ameritarían profundizar el 
ajuste de las distintas técnicas serológicas (soportado con ensayos de desafío) 
para este grupo etario.  
Esta tesis constituye el primer reporte sobre las características del calostro 
proveniente de madres vacunadas, su composición a nivel humoral y su 
transferencia a los terneros. Describimos también por primera vez que la 
presencia o ausencia de células maternas  en el calostro no modifica en forma 
sustancial la respuesta a la vacunación anti-aftosa. 
 Los resultados de esta tesis constituyen además, los primeros datos 
disponibles sobre el estudio de la respuesta inmune humoral en terneros 
calostrados inducida por vacunación, evaluada no solo en cuanto a Ac totales o 
neutralizantes,  sino también en cuanto a la avidez y al perfil de isotipos de los Ac 
inducidos.  
Nuestro trabajo analizó la respuesta inmune humoral y celular a la vacunación 
anti-aftosa en los terneros, considerando el posible efecto modulador de la 
transferencia de inmunidad pasiva por parte de madres vacunadas, un tema 
además poco explorado en relación a la inmunidad de los bovinos.  
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INTRODUCCIÓN 
 
1 LA FIEBRE AFTOSA  
1.1 Generalidades  
Listada por la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE) entre las 
enfermedades de declaración obligatoria con mayor riesgo sanitario (lista A), la 
Fiebre Aftosa (FA) es una enfermedad viral infectocontagiosa que afecta a 
especies biunguladas, tanto domésticas como silvestres. La virulencia, el amplio 
rango de huéspedes, la diversidad de variantes y la alta capacidad infecciosa y de 
contagio del virus de la Fiebre Aftosa (VFA), explican su presencia y re-
emergencia en diversas partes del mundo y la convierten en un problema sanitario 
de escala mundial [1]. Estos antecedentes, sumados a las regulaciones sanitarias 
actualmente vigentes en los mercados internacionales de carnes y derivados, 
hacen que la FA posea una gran relevancia económica para un país con una 
matriz productiva como la de Argentina. 
Aunque los casos mortales se restringen por lo general a los animales jóvenes, la 
alta transmisibilidad y morbilidad registradas en los animales adultos durante las 
incursiones de la enfermedad, generan enormes pérdidas económicas a la 
industria ganadera debido al cierre obligado de los mercados externos y a 
pérdidas en el mercado interno, asociadas a la disminución de la producción, al 
sacrificio y al bloqueo de movimiento de animales [2]. Las potencialmente 
devastadoras consecuencias económicas, sociales y ambientales de la 
enfermedad han sido dramáticamente demostradas durante las últimas dos 
décadas por una serie de brotes reportados en países libres de la enfermedad, 
tanto desarrollados como en vías de desarrollo [3,4,5,6]. 
Mediante la técnica de fijación de complemento se establecieron siete serotipos 
virales diferentes del VFA: A, O, C, SAT 1, SAT 2, SAT 3 y Asia 1. En el caso del 
VFA, suelen utilizarse indistintamente los términos tipo y serotipo. Los tipos A y O 
son los más ampliamente distribuidos en el mundo y los únicos reportados en 
Sudamérica junto con el serotipo C [7]. Individuos inmunizados contra un serotipo 
carecen de anticuerpos protectores contra otro serotipo del virus [8]. Inclusive 2 
subtipos pertenecientes al mismo serotipo, pueden generar una respuesta inmune 
cruzada parcial. La diversidad génica y antigénica del VFA constituye un 
mecanismo de evolución molecular adaptativa del virus para sobrevivir en un 
ambiente de condiciones cambiantes. La respuesta inmune del hospedador es 
considerada uno de los factores selectivos más importantes que provocan la 
variación antigénica del VFA en la naturaleza durante la replicación viral en la 
población animal susceptible [9]. Por otro lado, determinadas restricciones 
funcionales y estructurales tanto a nivel del ARN como de las proteínas limitan la 
variación, disminuyendo la tasa de mutaciones en distintas regiones del genoma. 
Estas restricciones ejercen una presión de selección negativa sobre el VFA [9].  
Existen diversos mecanismos de contagio descritos para el VFA. La transmisión 
de la enfermedad tiene lugar por contacto directo entre animales con infección 
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aguda y animales susceptibles. Un individuo puede portar hasta 1012 partículas 
virales infecciosas. El contagio también puede darse por el contacto con material 
orgánico contaminado, donde el virus puede sobrevivir hasta 15 semanas. Con 
menor frecuencia, el virus se difunde mecánicamente por vía de productos 
animales contaminados, vehículos o inclusive personas [10].  
La FA se caracteriza por la aparición de un cuadro febril inicial seguido por la 
formación de lesiones vesiculares o aftas en mucosas y ciertos epitelios, 
principalmente en las mucosas del hocico, lengua, labios y cavidad oral, y en los 
pezones y espacios interdigitales [11]. Otros síntomas que se observan con 
frecuencia son fiebre, depresión, hiper-salivación, pérdida de apetito y peso y 
disminución de la producción de leche. La gravedad de los signos clínicos 
depende de la cepa viral, de la edad de los animales y de la especie y raza 
afectadas. Las vesículas presentes en la boca disminuyen la ingesta de alimento 
por parte del animal afectado. Por otra parte, las ampollas abiertas en el espacio 
interdigital pueden ocasionar claudicación extrema y desgano del animal para 
moverse  y puede producirse una infección bacteriana secundaria agravando el 
cuadro [10].  
En individuos jóvenes, la infección viral puede producir miocarditis y elevar la tasa 
de mortalidad a valores de hasta el 50% de los animales infectados. Por otro lado, 
la mortalidad en adultos no sobrepasa en general el 5% y la evolución es 
mayormente benigna. Sin embargo, esta enfermedad puede debilitarlos y 
ocasionar graves pérdidas de producción. En una población sensible y no 
vacunada, el índice de morbilidad (o sea, el número de animales que contrae la 
enfermedad) puede alcanzar el 100% [1,10].  
1.2 Importancia económica y distribución geográfica  
La reducción de la productividad de carne y leche que genera la FA puede llegar a 
hasta el 25%. A estos factores se suman altos costos implicados en la 
implementación de las medidas de control y erradicación, tales como la vigilancia y 
trazabilidad del ganado potencialmente infectado o expuesto, el sacrificio de los 
animales infectados, la eliminación adecuada de los cadáveres y de todos los 
productos animales, la cuarentena estricta y el control del movimiento del ganado, 
equipos, vehículos, etc., la desinfección completa de los locales y de todo material 
y, en determinadas condiciones, la vacunación estratégica en anillo. Sin embargo, 
las pérdidas económicas más importantes se deben a las restricciones impuestas 
por los países libres de la enfermedad a la comercialización de carnes y 
subproductos de origen animal provenientes de los países del circuito aftósico 
[1,2,10].  
Los brotes de FA han ocurrido en casi todo el mundo a excepción de Groenlandia, 
Islandia, Nueva Zelanda y las pequeñas islas de Oceanía. Tanto América del 
Norte y Central como las Islas del Caribe se encuentran libres de FA. En América 
del Norte, los últimos brotes ocurridos en Estados Unidos, Canadá y México se 
registraron en los años 1929, 1952 y 1953, respectivamente [12]. Europa cesó la 
vacunación durante los años 1990-91 y fue declarada libre de la enfermedad 
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desde el año 1997; sin embargo, ha reportado  brotes aislados desde entonces 
[12,13].  
La FA es endémica en varias partes de Asia y en gran parte de África. En 
Sudamérica, la mayoría de los países han aplicado la zonificación y son 
reconocidos libres de FA con o sin vacunación, y la enfermedad sigue siendo 
endémica solamente en unos pocos países o regiones dentro de ciertos países. 
Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados por cada país en sus 
respectivos programas de control, la enfermedad ha pasado de un país a otro sin 
respetar fronteras. 
La actividad productiva ganadera en Argentina ha sufrido en numerosas ocasiones 
las consecuencias de la aparición de la FA. Hechos recientes han demostrado los 
riesgos y dificultades existentes en la Argentina para el mantenimiento de la 
condición de “país libre de FA”. En mayo de 2000, el país fue reconocido como 
“libre de FA sin vacunación” y 3 meses más tarde se inició una epidemia que se 
extendió hasta enero de 2002 con un total de 2563 focos en 15 provincias y un 
costo estimado de 1.700 millones de dólares sólo en pérdidas directas por el cierre 
de mercados externos [6]. Como consecuencia, se modificó la formulación de la 
vacuna y se restableció la vacunación sistemática de bovinos localizados al norte 
del río Negro [14]. A partir de entonces, a raíz de un par de reintroducciones en las 
provincias de Salta (julio de 2003) y Corrientes (febrero de 2006) se perdió el 
reconocimiento por la OIE de la condición de “país libre de FA”. Sin embargo, 
actualmente se ha recuperado y mantenido este reconocimiento desde septiembre 
del 2006. La experiencia acumulada a lo largo del tiempo permitió mejorar el 
programa de vacunación sistemática del ganado bovino hasta convertir a la 
Argentina en un país referente mundial para esta estrategia de control. 
 
2. EL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA 
2.1 La familia Picornaviridae  
Los picornavirus componen una familia que incluye varios virus patógenos para el 
hombre y los animales. El nombre deriva de "pico", que significa pequeño, con lo 
que "picornavirus" significa literalmente "virus ARN pequeño". Esta familia consta 
de 9 géneros: enterovirus, rinovirus, cardiovirus, aftovirus, hepatovirus, 
parechovirus, erbovirus, kobuvirus y teschovirus. La diferencia entre los géneros 
se establece por sus propiedades físicoquímicas, como la estabilidad al pH, 
densidad de flotación en cloruro de cesio y coeficiente de sedimentación. El VFA 
es el único representante del género aftovirus. Los picornavirus presentan una 
única molécula de ARN de cadena simple y polaridad positiva, incluida dentro de 
una cápside carente de envoltura viral y estructuralmente definida por una simetría 
icosaédrica, de un tamaño de 22 a 30 nm. Estos virus realizan su ciclo completo 
en el citoplasma de la célula infectada [15]. 
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2.2 La partícula viral  
El VFA comparte una organización básica similar a la de los otros miembros de la 
familia Picornaviridae. El genoma viral presenta un tamaño aproximado de 8200 
nucleótidos [16] y la partícula infectiva tiene un diámetro de aproximadamente 23 
nm [17]. La cápside icosaédrica está compuesta por sesenta copias de cada una 
de las cuatro proteínas estructurales (VP1 [1D], VP2 [1B], VP3 [1C], y VP4 [1A]). 
La nomenclatura para las proteínas virales fue establecida por Rueckert y Wimmer 
[18]. Cada protómero presenta una copia única de cada proteína estructural. A su 
vez, cinco protómeros se agrupan formando un pentámero, también conocido 
como la subunidad 12S [17], que constituye cada una de las caras del icosaedro. 
Doce pentámeros constituyen la cara externa de la partícula viral. El virión 
contiene además 1 ó 2 copias de dos proteínas minoritarias: VP0, precursor de 
VP2 y VP4, y la polimerasa viral 3D [19]. 
El virión intacto tiene un coeficiente de sedimentación de 146S y alta densidad en 
cloruro de cesio (1,43-1,45 g/cm3). Es inestable a pH ácido y a altas temperaturas. 
La partícula 146S es fácilmente disociable por tratamiento a pH < 7 en 
subunidades virales 12S [18] que corresponden a los pentámeros de VP1, VP2 y 
VP3, y un precipitado insoluble que contiene VP4 (Figura 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Estructura del VFA. VP: proteína viral. [20] 
 
La decapsidación de VFA ocurre con la acidificación dentro de los endosomas 
celulares. La cápside se disocia en subunidades pentaméricas, permitiendo la 
liberación del genoma dentro de la célula hospedadora. Luego de las infecciones 
virales es posible observar también otra clase de partículas, las cuales poseen un 
coeficiente de sedimentación de 75S. Estas partículas corresponden a cápsides 
vacías, un producto naturalmente defectivo que contiene VP1, VP2 y el precursor 
VP0, pero no contienen ARN [21].  
2.3 Genoma viral: organización y determinantes de virulencia  
El genoma de VFA presenta un único marco abierto de lectura, con 2 sitios 
alternativos de inicio de la traducción (Figura 2). Este marco de lectura está 
flanqueado por dos regiones más cortas no codificantes, situadas en los extremos 
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de la molécula de ARN (extremos 5’NT y 3’NT), y que incluyen elementos 
reguladores con complejas estructuras secundarias y terciarias [22]. Por su 
polaridad positiva y la presencia de una señal de poli(A) en el extremo terminal 3’, 
el ARN del VFA puede ser traducido sin transcripción previa de un ARN mensajero 
(ARNm) complementario. El extremo 5’ del genoma carece de la secuencia CAP 
característica de la mayor parte de los ARNm celulares y virales. Sin embargo, 
está covalentemente unido a una proteína de 23-24 aminoácidos denominada VPg  
codificada por tres genes en tándem (3B1-3) ubicados en la región P3 del genoma 
viral [23].  
 
 
Figura 2. Estructura del genoma del VFA. [20] 
 
El ARN viral es traducido como una única poliproteína de aproximadamente 240 
KDa, la cual, tras una serie de clivajes postraduccionales, da origen a más de una 
docena de polipéptidos maduros así como intermediarios parciales del clivaje [24]. 
La mayoría de estos eventos proteolíticos son mediados por tres proteasas virales, 
Lpro, 2Apro y 3Cpro. La naturaleza exacta de los mecanismos utilizados por 2Apro 
y el clivaje de la proteína de la cápside VP0 para generar las proteínas VP4 y VP2 
no han sido dilucidados aún. La región que codifica para la poliproteína viral puede 
ser dividida en cuatro subregiones, según los productos iniciales obtenidos a partir 
del clivado. La región L, ubicada en el extremo amino terminal de la poliproteína, 
contiene dos codones de inicio AUG que generan dos proteínas L, denominadas 
Lab y Lb [24]. Inmediatamente río abajo de la región L se encuentra la región P1, 
que codifica para las cuatro proteínas estructurales VP4, VP2, VP3 y VP1. A 
continuación, la región P2 codifica para las proteínas no estructurales 2A, 2B y 2C. 
En el extremo carboxilo terminal de la poliproteína se ubica la región P3, la cual 
codifica para las proteínas no estructurales 3A, tres copias de VPg (3B1-3), 3Cpro 
y 3Dpol. Históricamente, la región 2A ha sido considerada parte de la región P2; 
sin embargo, estudios genéticos y bioquímicos han demostrado que 2A es clivada 
como parte del precursor P1-2A [25].  
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2.4. Ciclo de infección viral  
Al igual que otros picornavirus, el VFA presenta un ciclo de infección corto. En 
cultivos celulares, los nuevos viriones comienzan a detectarse entre las 4 y 6 h 
posteriores a la infección (hpi), dependiendo de la multiplicidad de infección 
utilizada. El virus es citolítico y las células infectadas presentan alteraciones 
morfológicas y de la distribución de las membranas celulares internas claramente 
visibles al microscopio óptico, lo que constituye el efecto citopático característico 
[26]. La replicación de los picornavirus se da enteramente en el citoplasma celular. 
Después de la adhesión al receptor celular, el ARN es desnudado por medio de un 
proceso que involucra cambios estructurales en la cápside. Una vez que el ARN 
de polaridad positiva se libera en el citoplasma, es traducido para producir las 
proteínas virales esenciales para la replicación y la producción de nuevas 
partículas virales. El primer paso en la replicación del genoma es el copiado del 
ARN de hebra positiva recién ingresado para formar el ARN intermediario de 
hebra negativa, que será utilizado para producir hebras positivas nuevas. La 
síntesis de ARN positivo es iniciada rápidamente por la polimerasa de ARN viral, 
generando hebras positivas 20 a 50 veces más rápido que las hebras negativas. 
Estos eventos ocurren en los denominados complejos de replicación, que son 
pequeñas vesículas derivadas de membranas inducidas por varias proteínas 
virales. A medida que se van produciendo las proteínas estructurales, la proteasa 
3Cpro las procesa y se conforman los protómeros. El inicio de la encapsidación 
depende de la concentración citoplasmática de proteínas estructurales. El tiempo 
completo requerido para un ciclo simple de replicación viral puede ser de 5 a 10 
horas, dependiendo de muchas variables, entre ellas, la cepa viral, la temperatura, 
el pH, la célula hospedadora y la multiplicidad de infección. Las partículas de virus 
completas a menudo forman cristales en las células infectadas y posteriormente 
son liberadas por desintegración de la célula hospedadora. La mayoría de los 
picornavirus son liberados cuando la célula pierde su integridad [15,26]. 
2.5 Patogenia de la Fiebre Aftosa 
El VFA es un patógeno exitoso, en gran parte porque posee mecanismos que le 
permiten evadir la respuesta inmune innata [27], pudiéndose multiplicar lo 
suficientemente rápido para ser transmitido a nuevos hospedadores antes de que 
el animal infectado desarrolle respuestas adaptativas eficientes. Más aún, en 
ciertos casos el virus es capaz de establecer infecciones persistentes en algunas 
de las especies susceptibles (bóvidos) [28]. Por otro lado, la respuesta adaptativa 
inducida es específica contra cada serotipo, pudiendo ser incluso restringida para 
una determinada cepa dentro de un mismo serotipo, por lo que la protección 
cruzada entre cepas es limitada [29,30]. 
La patogénesis del VFA es diferente en las distintas especies y consecuentemente 
los mecanismos de inmunidad inducidos en cada caso pueden también presentar 
diferencias [31]. En términos generales, los cerdos son menos susceptibles que 
los bovinos y ovinos a la infección por vías aerógenas, precisando dosis infectivas 
1.000 veces mayores. En cambio, son más sensibles a la infección por vía oral y 
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excretan 3.000 veces más partículas virales que los rumiantes [32]. En los 
bovinos, la vía de entrada del virus es aerógena pudiendo así acceder al tejido 
faríngeo en el tracto respiratorio superior. Durante las primeras 24 h post-infección 
se desarrolla la etapa pre-virémica, durante la cual el virus realiza una fase de 
replicación primaria en la faringe y paladar dorsal blando [33], seguida de otra en 
tejido alveolar [34,35]. A esta etapa la continua una fase virémica, febril y con 
sintomatología aguda. Hacia los 2 ó 3 días de iniciada la infección, el virus replica 
en epitelios de boca, lengua, patas y ubres [36], causando inflamación y 
reclutamiento de células del sistema inmune, lo que lleva a la destrucción del 
tejido y a la formación de las lesiones vesiculares características de esta 
enfermedad [11]. La aparición y ruptura de estas vesículas, que contienen virus en 
alta concentración, dificultan la alimentación y los movimientos del animal, 
disminuyendo su peso y rendimiento productivo e incrementando el riesgo de 
infecciones secundarias. Los bovinos comienzan su recuperación a partir de una 
semana de iniciada la infección. Entre 15% y 50% de los bovinos infectados 
pueden permanecer como persistentemente infectados entre 30 días y hasta 2 
años [28]. El virus persistiría asociado a células dendríticas foliculares de ganglios 
linfáticos que drenan los sitios primarios de replicación [37]. En los búfalos, el 
fenómeno de la persistencia descrito para determinados serotipos virales es aun 
más frecuente que en bovinos [38].  
2.6 El control de la Fiebre Aftosa  
La alta contagiosidad, la complejidad de la respuesta inmune del hospedador, la 
gran variación antigénica del virus, la diversidad de hospedadores y la existencia 
de portadores asintomáticos son algunos de los varios factores que dificultan el 
control de la FA. Sin embargo, mediante la implementación de medidas de control 
rigurosas y sistemáticas, ha sido posible erradicar la FA de varios países [10].  
Los focos son más frecuentes en las áreas de cría extensiva, donde muchas 
veces resulta difícil la vacunación de todo el rodeo y el movimiento de animales 
vivos ayuda a la diseminación del agente infeccioso. Estas regiones presentan 
complicaciones adicionales como el nacimiento de terneros susceptibles y la 
existencia de fauna silvestre que constituye un importante reservorio natural.  
La vacuna actual contra VFA consiste en una preparación a partir de virus 
completo inactivado que es formulado con un adyuvante. La introducción de la 
vacuna a virus inactivado ha resultado altamente efectiva, reduciendo el número 
de brotes en varias partes del mundo donde la enfermedad era considerada 
enzoótica. Sin embargo, existe una serie de consideraciones y limitaciones con 
respecto a su uso en programas de control de emergencia donde la enfermedad 
ha sido erradicada o está en vías de serlo [39]:  
- Se requieren instalaciones de bioseguridad de nivel 3 para la producción de la 
vacuna.  
- La mayoría de las preparaciones virales utilizadas para vacunas provienen de 
sobrenadantes de cultivo concentrados a partir de células infectadas con VFA. 
Esto constituye una dificultad para el fabricante, quien debe minimizar la cantidad 
de proteínas virales no estructurales contaminantes para que los animales 
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vacunados no desarrollen anticuerpos contra estas proteínas, lo que dificultaría 
distinguir animales vacunados de infectados o convalecientes en las pruebas 
diagnósticas.  
- La vacuna induce un estado protectivo a los 7 días post-vacunación. Por lo tanto, 
los animales vacunados presentan un periodo ventana de susceptibilidad previo a 
la inducción de la respuesta inmune adaptativa.  
- Los animales vacunados pueden convertirse en portadores luego del contacto 
con VFA infeccioso [28,40,41]. 
Estos aspectos dejan una serie de interrogantes abiertos en relación a la 
respuesta inmune protectora contra la infección viral y el tipo de inmunidad que se 
induce por la vacunación, tanto en animales adultos como en animales jóvenes. 
 
3 LA PRODUCCIÓN BOVINA EN ARGENTINA Y LA 
VACUNACIÓN CONTRA VFA 
 
La producción mundial de carne bovina alcanzó los 57.257 miles de toneladas 
equivalente res con hueso en el 2012, donde nuestro país aportó el 5% del total 
[42,43]. Según fuentes del Ministerio de Economía, el PBI total del país se 
incrementó del año 2002 al 2010, en un 362%. Por su parte, el PBI Agropecuario 
se incrementó en un 321% en el año 2010 en relación al 2002. Cabe destacar, que 
la participación del Sector Agroalimentario y Agroindustrial en el total del PBI de 
Argentina, en el año 2010, fue aproximadamente del 19%. Respecto a las cuentas 
fiscales, el Sector Agroindustrial está aportando el 44% de la recaudación total del 
país. El 36% del total del empleo registrado se concentra en el Sector 
Agroindustrial [42,43,44]. Las exportaciones de productos primarios crecieron un 
188% entre 2002 y 2010 hasta alcanzar los USD 15.171 millones, mientras que las 
Manufacturas de Origen Agropecuario (MOAs) lo hicieron en un 182% hasta llegar 
a los USD 22.910 millones [44]. A su vez, el total de tierras destinadas a esta 
actividad representa el 47% del área total del país, con un 78% destinado al cultivo 
y un 22% afectado a la ganadería. Si bien la ganadería vacuna argentina ha visto 
reducida su superficie a causa de la importante expansión de la agricultura, las 
estadísticas indican que la cría de ganado bovino es la principal actividad 
pecuaria, con pocas variaciones en los últimos 30 años. Dado que con una 
superficie ganadera reducida no es posible esperar un alto incremento del stock, 
se pronostica que el aumento de la producción tendrá que ser causado por una 
mejora en la eficiencia productiva del rodeo existente [45,46,47]. 
Aunque el ganado vacuno se encuentra distribuido en todo el país, existen zonas 
agroecológicas claramente diferenciadas que permiten dividir al país en 5 grandes 
regiones ganaderas: Región Pampeana, Región del Noreste (NEA), Región del 
Noroeste (NOA), Región Semiárida y Región Patagónica. La Región Pampeana es 
el área ganadera por excelencia, conteniendo el 57% de la población vacuna 
nacional y es donde se produce el 80% de la carne del país. Los últimos reportes 
oficiales indican que para el año 2011, Argentina contaba con una cantidad 
aproximada de 47.972.632 bovinos, entre los que se encuentran 20 millones de 
vacas en servicio, 11,8 millones de terneros. Del total de animales, e44.5 millones 
se encuentran distribuidos en los establecimientos de cría (producción de bovinos 
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de carne) mientras que el 3.3 millones representan la población de bovinos de 
tambo (producción de leche) [42]. 
En materia de comercio exterior, Argentina es el 11° exportador mundial de carne 
bovina. Pese a las dificultades que enfrentó el Sector, el conjunto de las 
exportaciones cárnicas pasó de USD 491 millones en 2002 a USD 1.729 millones 
en 2010 experimentando un incremento del 252%. En función de las posibilidades 
productivas y de captación de mercados que se le presentan al país en el mediano 
plazo, se estima un importante crecimiento del sector cárnico vacuno [43]. Las 
perspectivas para el año 2020 son de 3.8 millones de toneladas, lo que 
representaría un 40% de aumento [44].  
La Fiebre Aftosa es la primera enfermedad para la cual la OIE estableció una lista 
de países y zonas libres [48]. Argentina ha sido declarada libre de la enfermedad 
sin vacunación hacia el sur del paralelo de 42º Sur, y con vacunación para el resto 
del país. Como criterio general, las vacunas comerciales contienen las cepas 
virales de más reciente circulación regional. En el caso de Argentina, éstas son: 
A24/CRUZEIRO Cruzeiro, A Argentina 2001, O1 Campos y C3 Indaial, replicadas 
en cultivos celulares de la línea BHK e inactivadas con etilenimina binaria (BEI) 
[49,50].  
Las estrategias de control de la enfermedad dependen del estatus sanitario de la 
región afectada. Los países libres sin vacunación han optado históricamente, ante 
la aparición de brotes, por el sacrificio de los animales infectados y de los posibles 
contactos susceptibles. A partir de los brotes ocurridos en el mundo en los años 
2000 y 2001, la vacunación de emergencia alrededor del brote usando vacunas 
inactivadas de alta potencia fue mejor valorada como herramienta alternativa y 
complementaria para frenar su dispersión, reduciendo así el número de animales 
sacrificados. Actualmente, Argentina presenta dos regiones claramente 
diferenciadas. En la región patagónica, se ha declarado la zona libre sin 
vacunación, mientras que el resto del país reviste el estatus de zona libre con 
vacunación. La autoridad competente, SENASA, ha decretado la existencia de una 
única campaña de vacunación anual en animales mayores de dos años de edad 
mientras que para los de menor edad se aplican dos vacunaciones al año en la 
zona correspondiente (Fig.3) [49]. 
Actualmente, toda vacuna que sea registrada para su uso en Argentina requiere la 
aprobación de la prueba de protección a la generalización podal (PGP). La misma 
consiste en infectar por vía intradermolingual con 104 Dosis Infecciosas de Bovino, 
a 16 bovinos adultos vacunados con 90 días de anticipación. Doce de los 16 
animales no deben presentar lesiones en las extremidades a los 7 días del desafío 
para considerar la vacuna aprobada [51]. Luego cada serie de vacuna autorizada 
es probada vacunando la misma cantidad de bovinos pero este vez no son 
desafiados si no que evaluados serológicamente por ELISA en fase líquida (FL-
ELISA). Luego el promedio del título de anticuerpos obtenidos debe obtener un 
valor superior a la expectativa porcentual de protección del 75% de los animales 
(EPP75%). Las curvas de EPP están estimadas para cada serotipo en base a una 
correlación entre títulos de FL-ELISA y  PGP [50]. 
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Figura 3 
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4 RESPUESTA INMUNE AL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA 
4.1 Respuesta inmune frente a la infección con VFA 
Como en numerosos otros ejemplos de infecciones virales, el VFA es altamente 
sensible a interferones de tipo I [52]. Recientemente, estudios in vitro también 
demostraron su sensibilidad a interferones de tipo III en cultivos primarios de 
células bovinas y porcinas [53,54]. En el curso de la evolución viral se han 
seleccionado una variedad de estrategias para evadir estas respuestas innatas, 
mediadas por algunas de las proteínas no estructurales del virus. La proteasa viral 
3C bloquea la traducción de todas las proteínas celulares (sintetizadas a partir de 
mensajeros CAP-dependientes) y además controla específicamente la 
transcripción de los genes implicados en la inmunidad innata de la célula 
infectada, lo que afecta la expresión de moléculas como IFN-, IFN- e IFN- 
[54,55,56,57]. La proteína viral 2B, en conjunción con la 2C o su precursor 2BC, 
inhiben el tráfico a través del retículo endoplasmático hacia el aparato de Golgi 
[58]. Durante la infección con VFA se reduce el  número de moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 (MHC-1) sobre la superficie 
celular, lo que sugiere que 2B, 2C y/o 2BC estarían involucrados en retrasar la 
iniciación de la respuesta inmune adaptativa impidiendo el transporte de moléculas 
de señalización [55]. 
A tiempos cortos posteriores a la infección, los cerdos suelen presentar linfopenia 
e inmunosupresión [59,60]. Esto no se observa en los bovinos [61], donde 
tampoco se han descritos mecanismos de protección a tiempos cortos en 
ausencia de anticuerpos, mientras que estos se han verificado en cerdos [62]. 
A tiempos largos de infección, que suelen ser de 21 a 35 días, el virus puede 
mantenerse en persistencia únicamente en bovinos, llamados animales portadores 
o “carrier”, independientemente de que sean susceptibles o se encuentren 
inmunes, ya sea protegidos de la enfermedad como resultado de la vacunación o 
recuperados de la infección aguda. Esta característica particular de los rumiantes  
lleva a un patrón diferencial de respuesta humoral y mucosal en estos animales 
[41,63]. Los bovinos presentan altos títulos de anticuerpos séricos específicos al 
menos por siete meses luego de la infección [64] y bajos niveles de IgA en fluidos 
esófago-faríngeos [65]. 
La infección en bovinos induce protección contra infecciones posteriores con la 
misma cepa. Esta protección está mediada por anticuerpos. La presencia de 
células productoras de anticuerpos específicos puede observase a lo largo del 
tracto respiratorio a los 4 días post infección (dpi), lo que deja una estrecha 
ventana hasta el inicio de la respuesta sistémica, detectable entre los 4 y 5 dpi 
[66]. La IgM inducida a los 5 dpi coincide con una disminución aguda en la 
detección del ARN viral en sangre periférica, indicando que la presencia de una 
respuesta eficaz de anticuerpos T-independiente mediada por IgM permite la 
protección frente a la exposición al VFA por vía aerógena en bovinos [66]. Entre 
los 5 y 6 dpi, los niveles de IgG1 e IgG2 específicas se mantienen bajos e 
invariables, mientras que el pico de IgM sérica específica se observa a los 5 dpi y 
supera los niveles de IgG [66]. Gracias a esta respuesta, no se detecta viremia por 
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PCR en tiempo real o aislamiento viral entre los días 6 y 10 post infección, 
dependiendo de la cepa viral [36]. Brown, Cartwright y Newman [67] sugirieron que 
la actividad neutralizante durante los primeros 14 días luego de la infección de 
bovinos con VFA era debida a la IgM, y que luego ocurriría un cambio gradual de 
isotipo entre los 14 - 21 días hacia IgG. Se han observado niveles 
significativamente superiores de IgG1 específica sobre IgG2 en animales 
infectados y recuperados de la enfermedad a los 14 dpi [68], sugiriendo la 
participación activa de este isotipo en la resolución de la infección. Los anticuerpos 
del isotipo IgA se inducen a corto tiempo post-infección y se mantienen con títulos 
bajos hasta por lo menos 210 dpi [69]. Hasta el momento, el rol de los diferentes 
isotipos de IgG en la resolución de la viremia no ha sido claramente establecido. 
La IgG1 constituye aproximadamente el 50% de la IgG sérica en los bovinos 
mientras que los niveles de IgG2 son solo levemente menores [70]. La IgG1 
predomina en calostro, en un rango de entre 30.0 y 75.0 mg/ml; mientras que los 
niveles de IgG2 son marcadamente menores (5.0 -13.5 mg/ml) [71,72,73]. Los 
complejos antígeno-anticuerpo formados tanto por IgG1 como IgG2 son capaces 
de fijar complemento in vitro y la actividad funcional de ambos isotipos parece ser 
similar. Sin embargo, la predominancia de IgG1 en fluidos exocrinos, leche y 
calostro sugiere un rol especial de la IgG1 en la inmunidad pasiva y en la 
protección de superficies epiteliales en bovinos.   
A diferencia del rol bien definido de la respuesta inmune humoral contra el VFA, se 
ha estudiado poco la contribución de la respuesta mediada por células y su rol en 
la respuesta protectiva en hospedadores naturales. Trabajos recientes han 
demostrado que la función de células T CD4+ no es requerida para controlar la 
infección primaria en los bovinos. Incluso el “switch” de isotipos de los anticuerpos 
inducidos ocurre de manera independiente de la presencia de células T CD4+ [74]. 
Hasta el momento, el rol fisiológico de los mecanismos mediados por células T-
citotóxicas en la protección contra el VFA en rumiantes no ha sido confirmado. Los 
ensayos de linfoproliferación realizados fueron incapaces de demostrar que la 
respuesta detectada estuviese restringida al MCH-1 [75]. Otros ensayos de 
citotoxidad realizados recientemente fueron exitosos solamente cuando las células 
presentadoras de antígeno (APC) estaban cargadas con péptidos pero no cuando 
se utilizaban células infectadas por el VFA [76]. Unos pocos reportes describen la 
expresión de citoquinas pro-inflamatorias en diferentes tejidos bovinos, pero no 
han demostrado evidencia concluyente acerca de la similitud con los mecanismos 
descritos en cerdos [77,78]. 
4.2 Respuesta inmune a la vacunación  
La respuesta inmune a la vacunación se ha estudiado principalmente en bovinos, 
probablemente por el mayor impacto económico relativo en comparación con otras 
especies [79]. Al igual que ocurre con la infección viral, la protección que proveen 
las vacunas comerciales contra el VFA es específica de serotipo, por ese motivo la 
vacuna que se utiliza suele contener todas las cepas circulantes en la región 
donde se aplica. La vacunación previene la enfermedad clínica pero no la 
infección viral y eventualmente, la persistencia. De todos modos, aunque el estado 
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portador ha sido documentado y estudiado en bovinos vacunados [28,40], la 
transmisión de la enfermedad por animales con infección persistente nunca ha 
sido concluyentemente demostrada bajo condiciones controladas [13]. 
Las vacunas anti-aftosa inducen seroconversión a los pocos días de su aplicación. 
A modo de ejemplo, la inmunidad inducida por una vacuna monovalente 
conteniendo la cepa O1 Manisa con una carga antigénica habitualmente utilizada 
(3 dosis podales –PD-50) confirió protección completa a los 7 días post 
vacunación (DPV) [80]. Se ha reportado reducción del número de animales 
clínicamente infectados desde los 4 DPV con diferentes cepas virales en bovinos  
y cerdos [81,82,83]. 
Tal como se ha mencionado, la protección inducida por las vacunas es mediada 
por anticuerpos y puede predecirse por análisis serológicos. En bovinos, esto se 
realiza evaluando los sueros de los animales vacunados a los 60 DPV mediante el 
ensayo de neutralización viral (SNV) y por un ELISA de bloqueo en fase líquida 
(FL-ELISA) [30,84].  
Los niveles séricos de IgG1 han sido relacionados con protección, aún en vacunas 
que inducen niveles bajos de anticuerpos medidos por FL-ELISA [68,85], 
sugiriendo que la evaluación de las subclases de anticuerpos específicos 
inducidos puede ser una herramienta útil para predecir protección en animales. El 
seguimiento de los bovinos vacunados mediante serología permitió establecer que 
la cinética de isotipos inducidos por la vacuna es diferente a la de infección. Las 
vacunas actuales inducen IgM a partir de los 3 DPV con un pico entre los 7 y 10 
DPV. Hacia los 10 DPV se detecta la circulación de IgG1 mientras que la IgG2 se 
observa hacia los 14 DPV en algunos animales, o incluso después de una 
segunda vacunación (Bucafusco y col.; en preparación).  
La respuesta inmune inducida por la vacuna es dependiente de células T y la 
respuesta T generada es heterotípica [86]. Las células T CD4+ de animales 
vacunados producen IFN- que puede medirse fácilmente ex vivo cultivando la 
sangre entera de los animales en presencia de antígenos virales [81,87]. El rol del 
IFN- en la protección no ha sido aún establecido. Estudios realizados en nuestro 
laboratorio demuestran que la inducción de respuesta de células productoras de 
IFN- depende de la integridad de la cápside de VFA (Bucafusco y col.; manuscrito 
en preparación) 
La evaluación de la eficacia de vacunas recombinantes demostró que es posible 
alcanzar protección mediante mecanismos diferentes a los anticuerpos. Una 
vacuna vectorial basada en adenovirus humano indujo protección mediada por 
anticuerpos a los 21 DPV. Sin embargo, algunos animales resultaron protegidos 
de la enfermedad a los 7 DPV, cuando los niveles de anticuerpos eran 
indetectables [88,89]. Se hipotetizó entonces que el mecanismo de protección 
involucraba la inducción de una respuesta innata mediada por liberación de 
interferones de tipo I por las células dendríticas (DC), natural killer (NK) y otras 
células consideradas parte de la inmunidad innata. 
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4.3 El sistema inmune de los terneros neonatos  
El sistema inmune de todos los mamíferos comienza a desarrollarse en etapas 
tempranas de la gestación. Mientras el feto crece, su sistema inmune atraviesa 
diversas etapas donde los distintos actores aparecen y se especializan. El feto es 
inmunocompetente frente a múltiples antígenos aún dentro del útero, siendo capaz 
de montar respuestas basadas en Acs específicos [90,91,92]. En terneros, el timo 
primordial puede evidenciarse tempranamente, hacia los días 27-30 de la 
gestación. El desarrollo y diferenciación de los timocitos ocurren durante la 
gestación. En el caso de las células B, por otro lado, estos procesos suceden en la 
médula ósea. A lo largo de la gestación, aumenta el número de linfocitos 
circulantes, la mayoría de los cuales son linfocitos T [91].   
Se considera que el sistema inmune del neonato está completamente 
desarrollado, aunque inmaduro. Esto significa que no ha sido aún primado por los 
distintos antígenos y que deberá reconocer a los mismos en el contexto de un 
delicado y complejo balance donde múltiples actores se encuentran involucrados. 
Se cree que el período neonatal es crítico, tanto con respecto al reconocimiento de 
patógenos como al desarrollo de tolerancia oral. En cada caso, un mal balance de 
la respuesta inmune conduciría a una infección o bien al desarrollo de una alergia 
alimentaria, dado que la barrera epitelial y la red inmunoregulatoria están aún poco 
desarrolladas. En el caso particular de la mucosa intestinal del adulto, esta 
contiene más del 80% de las células B activadas (finalmente diferenciadas en 
plasmocitos). Por ello, esta mucosa es, con gran diferencia, el mayor órgano 
productor de anticuerpos del cuerpo [91,92,93].  
A pesar de estas características, la vacunación de los terneros neonatos para 
generar inmunidad activa contra diversos antígenos ya sea por vía oral o 
sistémica, podría verse imposibilitada por la interferencia del inmunógeno vacunal 
con los anticuerpos maternos pasivos provenientes del calostrado [94]. Por lo 
tanto, el recién nacido depende en gran medida de la transferencia de Ac 
maternos presentes en el calostro (inmunidad pasiva), para protegerse frente a los 
agentes infecciosos presentes en el medio, tales como virus y bacterias 
[91,95,96,97]. 
Los anticuerpos del isotipo IgG1 son activamente transportados desde la sangre 
de la madre gestante hacia las secreciones de la glándula mamaria antes del 
nacimiento del ternero y en los primeros días luego de ocurrido el mismo. Existe 
un receptor específico (Fc) capaz de reconocer a las IgG1. El mismo se expresa 
en las células del epitelio alveolar de la glándula mamaria y es el responsable del 
transporte activo mencionado. Su expresión aumenta justo antes del parto y es 
máxima al momento de producción del calostro, 2 a 3 semanas antes del 
nacimiento. Luego de ocurrido el mismo, este sistema sigue en funcionamiento, 
aunque en menor nivel, transfiriendo anticuerpos hacia la leche de los primero 
días post-parto [98].  
En los bovinos, no existe trasferencia transplacentaria de anticuerpos, por lo que 
los terneros neonatos nacen agammablobulinémicos. Por ello, dependen de modo 
crítico de la trasferencia pasiva de anticuerpos y otras moléculas bioactivas por 
parte de sus madres a través del calostro. El ternero presenta una permeabilidad 
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intestinal inusualmente elevada durante las primeras horas de vida, 
fundamentalmente basada en procesos de pinocitosis de las macromoléculas. 
Este fenómeno le permite absorber y transferir con mejor eficiencia los 
componentes nutricionales presentes en el calostro a través de las células 
epiteliales y hacia la linfa, desde la cual entrarán luego en sangre vía el conducto 
torácico. El pico de absorción ocurre en las primeras 4 hs de vida y alrededor de 
las 48 hs de vida ya se habrá producido la denominada “clausura intestinal”, 
poniéndole fin a este proceso [99].  
El desarrollo de una respuesta activa por parte del sistema inmune del ternero es 
sumamente importante, especialmente en relación con la generación de una 
memoria inmunológica que prevenga contra futuras infecciones.  
4.5 Inmunidad Pasiva de la madre al ternero: Calostro y Leche 
bovinos 
El calostro es la primera secreción producida por la glándula mamaria de las vacas 
durante los días posteriores al parto y representa la principal fuente de nutrientes 
para el ternero recién nacido. Su composición puede variar dependiendo de la 
raza, estado nutricional y tiempo post-parto de la hembra, entre otros. Además del 
aporte nutricional y de factores de crecimiento, el calostro provee inmunidad 
pasiva que protege al ternero de infecciones oportunistas mientras su sistema 
inmune continúa su desarrolo y facilita el crecimiento y maduración inmune del 
aparato digestivo y de otros tejidos [100]. El calostro produce un aumento en el 
número y longitud de las microvellosidades intestinales e incrementa la secreción 
de gastrina, colecistoquinina, secretina, polipéptido pancreático y polipéptido 
intestinal vasoactivo, mientras que disminuye la secreción de somatostatina y 
motilina.  Además, tiene influencia sobre el sistema endócrino, tono vascular, 
hemostasis, comportamiento y crecimiento general [101,102,103]. 
El calostro posee componentes nutricionales e inmunológicos diferentes a la leche 
madura. Además de los macronutrientes encontrados en la leche, tales como 
hidratos de carbono y grasas, y los micronutrientes, como las vitaminas y 
minerales, el calostro contiene gran cantidad de inmunoglobulinas, factores de 
crecimiento, citoquinas, nucleótidos y hormonas necesarias para el desarrollo del 
tracto digestivo. También es rico en oligosacáridos, factores antimicrobianos y 
factores inmunoreguladores, los cuales no se encuentran presentes en la leche o 
lo están en bajas cantidades. La concentración de sólidos totales presentes en 
calostro es de 21 a 27%, mientras que en la leche esos valores se reducen a 12-
13% (Tabla 1) [91,103,104].  
Dentro de los componentes inmunológicos específicos del calostro, se encuentran 
las Ig (IgG, IgM, IgA, incluida la forma secretoria de IgA), citoquinas (incluida la 
interleuquina 1 beta [IL-1β], IL-6, factor de necrosis tumoral alfa [TNF-] e 
interferón gamma [INF-]) y linfocitos T y B. Las inmunoglobulinas, y 
específicamente la IgG1, constituyen el principal componente proteico del calostro 
bovino, mientras que la lactoalbúmina y la caseína contribuyen en menores 
proporciones. Los componentes inmunológicos inespecíficos están representados 
por factores de crecimiento, incluidos factor de crecimiento insulina-like (IGF) I y II, 
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factor transformador del crecimiento beta (TGF) y factor de crecimiento epidermal 
(EGF), lactoperoxidasa, lactoferrina y lisozima. A pesar de que el calostro siempre 
contiene anticuerpos neutralizantes, la especificidad y proporción específica de 
cada uno dependen de la exposición a la que se haya sometido a la hembra en el 
periodo previo al parto [104,105].    
 
 
 
Tabla 1. Composición del calostro y la leche bovina [106]. 
 
El calostro contiene más de 106 células inmunes viables/ml, incluidos linfocitos T y 
B, neutrófilos y macrófagos. Una porción de estas células maternas pasan intactas 
el tracto gastrointestinal para ser absorbidas a través de la barrera intestinal y 
permanecer funcionales en el neonato [107,108]. 
El calostro se acumula en la glándula mamaria, proceso denominado 
calostrogénesis, en las últimas semanas de gestación bajo la influencia de 
estrógenos, progesterona y prolactina [109]. Dos a tres semanas previas al parto, 
la IgG1 presente en el suero de la madre es selectivamente captada por un 
proceso activo mediado un receptor específico denominado “neonatal Fc receptor” 
(FcRn), presente en la membrana basal de las células del epitelio de la glándula 
mamaria, sólo durante la calostrogénesis, además de en otros tejidos como 
intestino delgado, riñones e hígado [107,110,111]. Este proceso produce un 
aumento en concentración de IgG1 del calostro de 5-10 veces mayor que la 
presente en el suero de la madre y esta transferencia de cientos de gramos de 
IgG1 (hasta 500 gr/semanales) está asociada con un importante descenso en su 
concentración en el suero materno al momento del parto. Por su parte, el isotipo 
IgG2 no es selectivamente transferido al calostro bovino [90,109]. Como resultado 
de este transporte activo, la IgG1 resulta la principal inmunoglobulina del calostro 
(85%), con una concentración promedio en el primer ordeñe de 6000 mg/dl de 
IgG1 (rango de 1530-17620 mg/dl), y un rendimiento de 0.2 a 925 g, mientras que 
la IgA y la IgM se encuentran en menor concentración (5% y 7%, respectivamente) 
[112]. Toda la IgG, la mayor parte de la IgM y cerca del 50% de la IgA presentes 
en el calostro bovino provienen del suero, mientras que solamente el 30% de la 
IgG y el 10% de la IgA presentes en la leche tienen ese origen (Tabla 2) [97]. 
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La composición y las características físicas del calostro pueden variar de acuerdo 
a numerosos factores que difieren entre los individuos, como raza de las madres, 
número de pariciones, dieta preparto, intervalo entre partos, tiempo de secado de 
la vaca, etc. A medida que avanza la lactancia y se produce la transición de 
calostro a leche, la composición de la secreción mamaria varía en cuanto a las 
concentraciones de inmunoglobulinas y sólidos totales. A partir del 4º ordeñe post-
parto, la concentración de IgG1 es similar a la observada en leche [104]. 
 
 
Tabla 2. Concentración de Ig en calostro y leche de bovinos [107]. 
 
Los terneros amamantados de manera natural ingieren un promedio de 2 lt de 
calostro, aunque pueden llegar a tomar hasta 6 lt. En los animales recién nacidos, 
hay numerosos factores responsables de la baja degradación de inmunoglobulinas 
en el tracto digestivo, que hacen posible la absorción de los anticuerpos 
prácticamente intactos, durante las primeras horas de vida. La secreción digestiva 
ácida es limitada y la actividad proteolítica es baja. La IgG1 no queda retenida en 
el coágulo de caseína que se produce normalmente en el neonato, y pasa 
rápidamente por el abomaso, quedando protegida de la acción de las proteasas 
abomasales e intestinales por la presencia de inhibidores de la tripsina en el 
calostro y por su unión al receptor neonatal (FcRn). Todas estas adaptaciones 
resultan en una absorción prácticamente intacta de la IgG1 en el intestino delgado, 
al igual que la IgA secretoria (SIgA), protegida de la digestión enzimática por el 
componente secretor [113]. 
El período en el cual el intestino es permeable varía según las especies y los 
isotipos, pero, en general, la permeabilidad alcanza su máxima actividad luego del 
nacimiento y disminuye a partir de las 6 hs de vida, haciéndose casi nula tras 24 
hs del nacimiento. En la tabla a continuación se puede observar la eficiencia de 
absorción de IgG calostral (típicamente, IgG1) en neonatos en función de la edad, 
para terneros alimentados con 2 litros de calostro conteniendo 80 mg/ml de IgG 
[91,114]. 
En los bovinos, el proceso de absorción intestinal de proteínas del calostro es no 
selectivo y está mediado por vacuolas transportadoras de gran tamaño que 
permiten el transporte de grandes cantidades de proteínas dentro de las primeras 
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24-48 hs de vida (Tabla 3). A excepción de la caseína precipitada, se produce el 
pasaje de todo tipo de proteínas del calostro, incluidas IgM, IgG e IgA. Estas 
vacuolas se forman gradualmente a partir de la zona supranuclear de los 
enterocitos luego de la aparición del calostro en el tracto gastrointestinal [90].  
La disminución progresiva en la eficiencia de absorción por parte del intestino se 
denomina "clausura del intestino” o “gut closure” y comprende una serie de 
eventos multifactoriales, iniciados por un cambio en el epitelio intestinal, donde los 
enterocitos fetales (grandes y vacuolizados, capaces de absorber macromoléculas 
por pinocitosis) son reemplazados por una población celular más resistente, 
correspondiente al animal adulto. Hay una disminución en el transporte de 
macromoléculas en las membranas basales y laterales de los enterocitos y un 
aumento intracelular de la actividad proteolítica mediada por lisosomas [91,115]. 
Por su parte, la concentración plasmática de inmunoglobulinas no se incrementa a 
partir de ciertos aumentos en la cantidad ingerida en el calostro, lo que sugiere 
una saturación en la capacidad de absorción de inmunoglobulinas en terneros 
jóvenes, concordante con la cinética esperable para este proceso activo 
[91,115,116,117]. 
  
 
Tabla 3. Eficiencia de la absorción de IgG calostral por terneros neonatos [114]. 
 
Luego de finalizado el proceso de absorción, los anticuerpos adquiridos en forma 
pasiva, empiezan a declinar debido a la activación de los procesos catabólicos 
normales. La velocidad de disminución depende de la vida media de cada isotipo. 
En bovinos, la vida media de la IgG1 es de entre 10-22 días, mientras que para la 
IgG2 es levemente mayor. El clearence de otros isotipos, como IgM, IgA e IgE se 
ha estimado en 4.8, 3.4 y 1.9 días, respectivamente [118]. 
La principal ruta para el clearance de IgG sérica es a través de la secreción, 
nuevamente, al intestino delgado y reporta una tasa de eliminación de IgG del 
3.5% por día durante la primer semana de vida [119]. Esta transferencia de IgG (la 
mayoría intacta y funcional) al lumen intestinal, complementa el rol de los 
anticuerpos presentes en calostro y leche, y contribuiría a la protección del tracto 
gastrointestinal contra infecciones adquiridas durante las primeras semanas de 
vida [95,96,116,120,121].  
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4.6 Falla en la transferencia de inmunidad pasiva de la madre al 
ternero 
Como ya se ha mencionado, el recién nacido se encuentra expuesto a un 
ambiente nuevo y hostil. Dado que el sistema inmune necesita tiempo para 
responder frente al mismo, la protección durante este lapso se logra gracias al 
efecto protector de la inmunidad pasiva. Esta transferencia de inmunidad pasiva 
de la vaca hacia el ternero, especialmente de inmunoglobulinas, es por ende un 
proceso crítico para el desarrollo y la evolución del neonato. Esto se debe, no sólo 
a la presencia de anticuerpos específicos contra patógenos presentes en el 
ambiente, sino también al rol complementario que cumplen los agentes presentes 
en el calostro (como citoquinas, hormonas, nutrientes, etc.) en la maduración del 
sistema inmune y digestivo del neonato [90,105]. 
Esta transferencia involucra tres procesos claves: 1- producción, concentración y 
secreción de inmunoglobulinas maternas en el calostro; 2- ingestión de adecuadas 
cantidades de calostro por parte del ternero y 3- absorción de estas 
inmunoglobulinas del intestino hacia la sangre. Cualquier modificación en alguna 
de estas etapas, lleva a una alteración en el pasaje de inmunoglobulinas de la 
madre al recién nacido, determinando una “Falla en la Transferencia de Inmunidad 
Pasiva” (FTIP) [122].  
La producción insuficiente o mala calidad del calostro, nacimientos prematuros, 
partos distócicos, pérdida de calostro por goteo excesivo previo al parto, madres 
primerizas, alteraciones congénitas del aparato digestivo del ternero en su 
conjunto o condiciones ambientales adversas para el recién nacido, son factores 
desencadenantes de FTIP. El estrés emocional al que está sujeto el ternero de 
tambo durante los primeros días de vida a causa del destete, también debe ser 
considerado como una posible causa de FTIP, ya que la presencia de la madre 
suele estar relacionada con un aumento en la absorción de las inmunoglobulinas, 
con una variación del 25 a 35% en la cantidad de las anticuerpos absorbidas 
[107,114,121]. 
La FTIP es un resultado comúnmente encontrado en el campo y puede 
determinarse mediante el dosaje de las proteínas séricas totales, a través de 
métodos cuantitativos: inmunodifusión radial, test de sulfato de zinc, electroforesis; 
o métodos semicuantitativos: test de aglutinación de látex, método de sulfito de 
sodio, test de glutaraldehído o refractometría. Diversos trabajos indican la 
existencia de FTIP cuando la cantidad de proteínas totales a las 48 hs de vida es 
menor a 10 mg/ml, mientras que otros sugieren un valor mínimo de 50 mg/ml. En 
numerosas investigaciones se registra la relación entre la concentración de 
inmunoglobulinas y las tasas de mortalidad, la presencia de enfermedades y el 
crecimiento de los terneros [121,122,123,124].  
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4.7 Respuesta inmune frente al VFA en animales jóvenes  
Los animales de corta edad representan el eslabón más vulnerable ya que su 
inmunidad depende de la transferencia de calostro inmune desde la madre. Más 
aun, independientemente de que posean inmunidad pasiva calostral, la respuesta 
a la primo-vacunación suele ser de menor magnitud y de características diferentes 
(menor avidez y distinto perfil isotípico, según datos previos de nuestro laboratorio) 
a la de los animales multivacunados. Otra evidencia práctica de este hecho es que 
los terneros representan la única categoría que se vacuna 2 veces por año, a 
diferencia de los adultos que sólo reciben una vacunación anual [49]. 
Existen pocos reportes acerca de la interferencia de la inmunidad calostral en la 
respuesta humoral inducida por vacunas virales inactivadas en terneros. Sin 
embargo, en la mayoría de los casos se ha observado consistentemente la 
interferencia de los anticuerpos maternos en la respuesta de los neonatos a la 
vacunación [125,126,127,128]. Para el caso particular de la vacuna inactivada 
contra la FA, existen sólo cuatros estudios publicados comparables acerca de la 
interferencia de anticuerpos maternos en terneros, donde el más reciente data de 
1995. El primer reporte demostró la efectividad de una vacuna monovalente 
experimental de VFA del serotipo A adyuvada con hidróxido de aluminio en 
terneros nacidos de madres vacunadas o no vacunadas. Animales de ambos 
grupos fueron vacunados con la dosis vacunal completa o bien con la dosis 
dividida en dos administraciones separadas entre sí por 21 días. En todos los 
casos, la vacunación indujo un aumento del título de anticuerpos séricos contra 
VFA, pero se observó una relación entre la presencia de anticuerpos pasivos al 
momento de la vacunación y la respuesta frente a la vacuna. En particular, 
aquellos terneros vacunados en presencia de más altos títulos de anticuerpos 
pasivos mostraron una menor respuesta de anticuerpos a los 21 DPV, pero se 
logró un aumento frente a la revacunación.[129]. Nicholls y col. reportaron que la 
vacunación con una vacuna acuosa trivalente de terneros de una semana de vida 
en presencia de anticuerpos neutralizantes calostrales causó un descenso 
significativo del título de anticuerpos. Al vacunar terneros de 1 a 4 meses de edad, 
se observó nuevamente el fenómeno de disminución del título de anticuerpos 
neutralizantes séricos. Sin embargo, algunos terneros fueron capaces de 
responder luego de una segunda dosis vacunal. Esto demostró que los 
anticuerpos calostrales inhibirían la respuesta a la vacunación contra VFA de 
modo título-dependiente [130]. En el año 1988, Sadir y col. realizaron estudios con 
vacunas monovalentes experimentales oleosas y acuosas conteniendo el serotipo 
A de VFA, en animales nacidos en la zona libre concluyendo que tanto la edad del 
ternero como la presencia de inmunidad calostral afectaban la respuesta inducida 
por las vacunas. Aunque la vacuna fue capaz de inducir respuesta en terneros de 
todas las edades, los animales vacunados a una edad menor a 14 días mostraron 
un retraso en la respuesta mientras que los animales de mayor edad respondieron 
de forma similar a un bovino adulto. En el caso de la vacuna acuosa, la misma 
provocó una caída en los títulos de anticuerpos neutralizantes calostrales en los 
terneros. Por su parte, la vacuna oleosa generó un efecto similar, pero frente a la 
revacunación, los animales fueron capaces de inducir una respuesta de 
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anticuerpos neutralizantes contra VFA [131]. Algunos años más tarde, Spath y col. 
demostraron que terneros inmunizados con vacuna tetravalente oleosa comercial 
a los 90 y 130 días de edad respondían a la vacunación con altos títulos de 
anticuerpos específicos medidos por  FL-ELISA. Sin embargo, para el virus 
O1/Caseros, los animales necesitaron una segunda dosis para alcanzar la 
expectativa de protección del 75% (EPP75%). A su vez, terneros de 
aproximadamente 30 días de vida vacunados en presencia de anticuerpos 
calostrales respondieron a la vacunación sólo tras de 90 DPV. [132].  
En el caso de antígenos inertes, la inhibición por anticuerpos maternos puede ser 
revertida mediante la incorporación de altas concentraciones de antígeno en las 
vacunas, de modo que siempre quede antígeno no unido a los anticuerpos 
circulantes [133]. Este puede de ser un factor que favorezca la respuesta en 
neonatos, junto con el adyuvante utilizado.  
En los bovinos, otro factor a tener en cuenta es la influencia de la inmunidad 
maternal en los terneros. El calostro aporta no solamente anticuerpos sino también 
citoquinas y un número importante de leucocitos [134,135]. Los linfocitos maternos 
pasan desde el calostro a la circulación del neonato [136] con niveles máximos a 
las 24 h post nacimiento, transfiriendo inmunidad antígeno-específica transitoria al 
neonato [135,136]. Los terneros efectivamente reciben células de memoria que 
responden anamnésicamente a la presencia del antígeno. Estas son células del 
sistema inmune adaptativo y se ha propuesto que podrían tener un rol importante 
en el desarrollo del sistema inmune neonatal [137]. Sin embargo, muy pocos 
autores han abordado el estudio del efecto de estas células maternas en la 
respuesta inmune del neonato frente a antígenos provenientes de infección o 
vacunación.  
 
Del análisis bibliográfico expuesto, se desprende que se conoce relativamente 
poco acerca de cómo responden los terneros neonatos a la vacunación con VFA y 
si la presencia de anticuerpos derivados del calostro interfiere de algún modo con 
la inducción de esta respuesta. Por otro lado, existen mecanismos del sistema 
inmune bovino que han sido poco estudiados frente a la vacunación con VFA, y se 
desconoce el rol e importancia que los mismos tienen en el desarrollo de la 
respuesta inmune, como es el caso de la respuesta de IFN-. Finalmente, los 
pocos estudios puntuales existentes referidos a estos temas en particular han sido 
diseñados experimentalmente de modo de responder a interrogantes propios del 
momento y lugar donde fueron llevados a cabo, y no resultan comparables entre 
sí. En particular, los datos reportados no son aplicables a la situación 
epidemiológica del VFA actual en Argentina. El presente trabajo de tesis se ha 
enfocado principalmente en estas áreas temáticas, con el fin de generar nuevos 
conocimientos que permitan entender y mejorar la situación sanitaria de los 
bovinos frente al VFA. 
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MATERIALES Y MÉTODOS GENERALES 
 
1 PROCEDIMIENTOS GENERALES 
1.1 Obtención de Sueros  
Para la obtención de los sueros, se utilizaron tubos y agujas (21G) Vacutainer® 
(BD) sin anticoagulante que permitieron colectar 8 ml de sangre por animal. La 
sangre obtenida fue  transportada refrigerada hasta el laboratorio del Instituto de 
Virología de INTA donde los tubos fueron centrifugados a 800xG por 10 minutos a 
4° C para separar el suero. El suero de cada animal fue almacenado por triplicado 
a -20°C hasta su posterior procesamiento. Uno de los triplicados de cada muestra 
fue además diluido 1:2 utilizando glicerol puro. 
1.2 Vacunación 
En todas las vacunaciones realizadas para este trabajo de tesis se utilizó vacuna 
Bioaftogen ® (Biogenesis-Bagó). Esta vacuna es una formulación tetravalente con 
adyuvante oleoso conteniendo virus inactivado de las cepas O1/CAMPOS, 
A24/CRUZEIRO,  A/ARG/2001 y C3/INDAIAL. Los animales fueron inyectados con 
de 2 ml de vacuna aplicada por la vía subcutánea en la tabla del cuello de acuerdo 
a las recomendaciones del fabricante y a la normativa oficial [49]. 
 
2 TÉCNICAS SEROLÓGICAS 
2.1 Determinación de anticuerpos neutralizantes contra VFA.  
Los anticuerpos neutralizantes se detectaron por un ensayo de seroneutralización 
viral (SNV) en microplaca siguiendo los lineamientos del Manual de pruebas de 
diagnóstico y vacunas para animales terrestres de OIE [1,138].  
Se utilizaron alícuotas de los sueros sin glicerol y se inactivaron a 56º±1 C durante 
30 minutos. Luego, los mismos fueron diluidos 1:10 en MEM-D y partir de esta 
dilución se hicieron 5 diluciones seriadas en base 5 (1:10 a 1:31250). Cada 
dilución de sueros (50 µl) se dispuso en placas de cultivo de 96 pocillos por 
cuadruplicado y se incubaron a 37°C por 1 hora junto con 50 µL de 2000 TCID50% 
/ml de VFA O1 C adaptado a células BHK-21. Luego se agregó una suspensión de 
células BHK-21 (100 µl, 3x105células/ml) conteniendo 10% de SFB (5 % 
concentración final de SFB) y se incubó por 72 horas a 37°C con 5% de CO2. 
Cada Placa de cultivo entonces quedó conformada por 3 sueros en 6 diluciones 
con 4 replicas de cada uno, diluciones de un suero control positivo (C+) por 
duplicado, suero control negativo (C-) (1:10), una serie de pocillos sin suero como 
control de viabilidad viral (CV) y una serie de pocillos sin virus como control de 
viabilidad celular (CC) dispuestos de la siguiente forma: 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 1/10 1/50 1/250 1/1250 1/6250 1/31250 1/10 1/50 1/250 1/1250 1/6250 1/31250 
B             
C  MUESTRA 1   MUESTRA 2  
D             
E 1/10 1/50 1/250 1/1250 1/6250 1/31250 C+1/10 C+1/50 C+1/250 C+1/1250 C+1/6250 C+1/31250 
F       C+1/10 C+1/50 C+1/250 C+1/1250 C+1/6250 C+1/31250 
G  MUESTRA 3  C-1/10 CV CV CV CV CV 
H       C-1/10 CC CC CC CC CC 
 
 Las diluciones de virus se prepararon a partir de una suspensión stock (105 
TCID50% /ml de VFA O1 C) y su concentración fue determinada para cada ensayo, 
aceptándose una variación de ± 0,5 log10 respecto al valor esperado. 
La lectura del resultado se realizó a las 72 hs post infección determinando como 
positivo o negativo cada pocillo según  la presencia o ausencia de efecto citopático 
en el mismo respectivamente. El título de SNV de cada suero se calculó utilizando 
el método de punto final y se expresa como Logaritmo en base 10 de la dilución de 
suero que reduce a la mitad el título del virus inoculado [139]. 
Los sueros que resultaron con títulos menores a 1:100 (SNV<102), fueron 
retitulados utilizando un dilución inicial de 1:8 y 5 diluciones seriadas en base 2. 
2.2 ELISA para la determinación de Anticuerpos Totales contra VFA 
(FL-ELISA) 
Los anticuerpos totales contra VFA se determinaron por un ELISA de bloqueo en 
fase líquida (FL-ELISA), originalmente desarrollado por Hamblin y col. [140,141] y 
modificado posteriormente por Periolo y col. [142]. Para efectuar el ensayo, se 
sensibilizaron placas de 96 pocillos Immulon 2HB® plates (Nunc) con 50 µL de 
suero policlonal de conejo anti-VFA O1/CAMPOS diluido 1:3000 en buffer de 
pegado carbonato/bicarbonato (pH 9,6). Las placas se incubaron durante 16 horas 
a 4°C y se lavaron 3 veces (280µl por pocillo) con PBS-Tween® 0,05% (PBS-T). 
Luego se bloquearon las mismas con 125 µL de PBS-T-ovoalbúmina 1% (PBS-T-
OVA) (Sigma-Aldrich) durante 1 hora a 37°C. Las muestras de suero se 
prepararon en 6 diluciones en base 5 (1:5 a 1:15625) usando como diluyente el 
mismo buffer de bloqueo (PBS-T-OVA) y se dispusieron en placas de 96 pocillos 
de baja adherencia (placas de dilución) mezcladas con volúmenes iguales de una 
dilución de virus O1/CAMPOS (inactivado) previamente titulado para este ensayo 
(dilución final de sueros 1:10 a 1:31250). Las placas se incubaron durante 1 hora a 
37°C con agitación. Una vez descartada la solución de bloqueo de las placas 
Immulon, 50 µL de las mezclas de suero y virus (fase líquida) se transfirieron a las 
mismas y se incubaron por 1 hora a 37°C con agitación. Las placas se lavaron 3 
veces con PBS-T y se colocó un suero policlonal de cobayo anti-VFA 
O1/CAMPOS, 50 µl/pocillo diluido 1:200 en PBS-T con 2% de suero normal de 
bovino y 2% de suero normal de conejo (PBS-T-SNB-SNC). Las placas se 
incubaron por 1 hora a 37°C con agitación. Una vez lavadas 3 veces con PBS-T, 
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se adicionaron 50 µl/pocillo un anticuerpo de cabra anti-cobayo (KPL®) diluido 
1:2500 en PBS-T-SNB-SNC. Las placas se incubaron por 30 minutos a 37°C con 
agitación y luego se realizaron 5 lavados con PBS-T. El revelado del ensayo se 
efectuó con la mezcla sustrato/cromógeno de H2O2/OPD (ICN®). La reacción se 
detuvo con H2SO4 2N luego de 15 minutos. Los valores de densidad óptica se 
registraron con un lector automático para microplacas Multiskan EX (Labsystems) 
utilizando una longitud de onda de 492nm. 
Los títulos de anticuerpos se expresaron como el log10 de la inversa de la dilución 
de suero que otorga el 50% de densidad óptica del promedio de absorbancia de 
los pocillos control sin suero.                            
2.3 ELISA para la determinación de isotipos de anticuerpos contra 
VFA. 
Las técnicas para la determinación de diferentes isotipos de inmunoglobulinas han 
sido desarrolladas en nuestro laboratorio y su aplicación ha sido publicada 
recientemente [143]. Aunque los lineamientos generales de la técnica se 
conservaron, se detalla a continuación la metodología utilizada para esta tesis con 
ligeras adaptaciones. 
2.3.1 ELISAs para determinación de IgG1 e IgG2 para VFA 
 
Para la determinación de anticuerpos del tipo IgG1 e IgG2 específicos para VFA 
se utiliza el mismo protocolo con la única diferencia de usar los anticuerpos 
conjugados con peroxidasa anti IgG1 bovina o anti IgG2 bovina (ambos de AbD 
Serotec®), respectivamente. 
Placas de ELISA Grenier Bio One (GBO®) High Binding se sensibilizaron con 50 
µL por pocillo de VFA O1/CAMPOS purificado (600 ng/mL) en buffer de pegado 
(carbonato/bicarbonato PH 9,6) durante 16 hs a 4º C. (30 ng/pocillo). Luego, 
fueron lavadas 4 veces con PBS-T y se incubaron 90 minutos con solución de 
bloqueo (PBS-10% SNE) a 37º C. 
En placas de bajo nivel de pegado se realizaron las diluciones de los sueros a 
evaluar. Cada suero, previamente preservado en glicerol 1:2 fue diluido 1:25 en 
buffer de bloqueo (dilución final 1:50). A partir de esta dilución se realizaron 7 
diluciones más en base 2 (1:50 1:6400) de cada suero en el mismo buffer. Una 
vez cumplido el tiempo de bloqueo, 50 µl de los sueros en sus respectivas 
diluciones fueron transferidos a las placas de ELISA en las cuales se incubaron 
durante 60 minutos a 37º en agitación. En cada placa además se utilizó por 
duplicado un suero control positivo (C+) procedente de un animal vacunado, un 
suero control negativo (C-) de un animal seronegativo, en ambos casos diluidos 
1:50, y pocillos sin suero para calcular la señal de fondo. 
Después de lavar 4 veces las placas, se agregaron 50 µl/pocillo de conjugado anti-
isotipo IgG1 o IgG2 (AbD Serotec®) en una dilución de trabajo de 1:750 en buffer 
de bloqueo y se incubaron durante 60 minutos a 37º con agitación. 
Transcurrida la incubación con el conjugado, se lavaron nuevamente las placas 4 
veces y se agregaron 50 µl/pocillo de Solución ABTS conteniendo 0,1% de H2O2. 
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Las placas se mantuvieron a temperatura ambiente por 20 minutos y se agregaron 
50 µl/pocillo de solución de frenado (NaF). La lectura de las densidades ópticas se 
realizó con un lector automático para microplacas Multiskan EX (Labsystems) 
utilizando una longitud de onda de 405 nm. 
Los valores de absorbancia correspondientes a diluciones seriadas de cada suero 
(en base 2 ,1:50 a 1:6400) se analizaron por regresión lineal usando como mínimo 
4 valores de cada suero que se mantuviesen en la zona lineal de la curva y que la 
misma tuviera un coeficiente de regresión (R2) mayor a 0,95. Los títulos se 
calcularon a partir de estos parámetros de regresión, como la inversa de la 
dilución que alcanza un valor de absorbancia de 0,14 para IgG1 y de 0,11 para 
IgG2. Este valor corresponde a la densidad óptica del valor promedio obtenido por 
sueros negativos más 2 desvíos estándar. Para establecer este punto de corte se 
utilizaron 25 sueros de bovinos naïve de la Patagonia, zona libre de la enfermedad 
en la que no se aplica vacunación anti-aftosa [143]. 
2.3.2 ELISA para la determinación de IgM para VFA 
 
El protocolo para determinar el título de IgM específica de VFA es similar al 
utilizado para IgG1 e IgG2 con algunas modificaciones. Se utilizaron las mismas 
soluciones y los sueros fueron diluidos siguiendo los mismos lineamientos, pero 
cada suero fue incubado en presencia o ausencia de virus en la placa. Para ello, 
se sensibilizaron de igual manera placas de ELISA GBO High Binding con la 
misma cantidad de VFA O1/CAMPOS y placas sólo con buffer de pegado. Luego 
de lavadas las placas, cada dilución de cada suero fue incubada en un pocillo 
sensibilizado con virus y un pocillo sensibilizado sin virus. Para detectar las IgMs 
se utilizó un anticuerpo conjugado con peroxidasa de oveja anti IgM bovina en una 
dilución de 1:5000 y el ensayo fue revelado con ABTS, como fuera explicado 
anteriormente. 
Los valores de absorbancia obtenidos en cada dilución de cada suero de las 
placas sin virus fueron restados a los valores obtenidos en sus respectivas 
réplicas en las placas con virus, obteniéndose un valor de absorbancia corregida, 
de la siguiente manera. 
 
OD405Corregida    =  OD405 con Virus -   OD405 sin Virus 
 
Con los valores de OD corregida para las diferentes diluciones de los sueros se 
determinó el título de cada suero como la inversa de la dilución que alcanza un 
valor de absorbancia de 0,2. Este valor corresponde a la densidad óptica del valor 
promedio obtenido por sueros negativos más 2 desvíos estándar. Para establecer 
este punto de corte se utilizaron 25 sueros de bovinos naïve de la Patagonia, zona 
libre de la enfermedad en la que no se aplica vacunación anti-aftosa. 
2.4 ELISA para la medición de avidez de los anticuerpos 
El fundamento de esta técnica está basado en determinar la avidez de los 
anticuerpos contra VFA presentes en un suero considerando su capacidad de 
Vet. Danilo Bucafusco   Materiales y Métodos 
36 
 
permanecer unidos al antígeno luego de un tratamiento desnaturalizante fuerte 
con Urea. Para ello, el mismo suero se incuba con el antígeno por duplicado y una 
de las réplicas es sometida al tratamiento con Urea. Posteriormente, para cada 
suero se calcula el índice de avidez (AI) como el porcentaje de señal obtenido en 
la réplica tratada con Urea con respecto a la muestra sin tratamiento. 
(AI=ODUrea/ODno Urea x 100) [143]. 
Placas de ELISA High Binding (GBO) se sensibilizaron con 50 µl por pocillo de 
VFA O1/CAMPOS purificado (600ng/ml) en buffer de pegada 
(carbonato/bicarbonato PH 9,6) durante 16 hs a 4º C (30 ng/pocillo). Luego fueron 
lavadas 4 veces con PBS-T y se incubaron 90 minutos con solución de bloqueo 
(PBS-10% SNE) a 37º C. 
Los sueros de los animales se utilizaron en una única dilución 1:50 de acuerdo a lo 
previamente estandarizado en nuestro laboratorio [143] Cada muestra fue 
incubada por duplicado en placas diferentes para tratar una de ellas con Urea. Así 
mismo, en cada placa se incluyen: un suero control de alta avidez (procedente de 
un animal con múltiples vacunaciones contra VFA), un suero control de baja 
avidez (procedente de un animal con una única vacunación), un suero control 
negativo (procedente de un animal sin anticuerpos contra VFA) y, además, pocillos 
sin suero para calcular la absorbancia de base del ensayo. 
Luego de diluidos, los sueros fueron transferidos a las placas de ELISA, en donde 
fueron incubados por 60 minutos a 37º C con agitación. Se lavaron 4 veces con 
PBS-T y luego las placas conteniendo una de las réplicas de los sueros se 
incubaron con 250 μl de Urea 7M por 20 minutos a temperatura ambiente. 
Simultáneamente, las placas conteniendo las otras réplicas se incubaron con PBS 
(placas sin Urea). Todas las placas fueron nuevamente lavadas 4 veces antes de 
agregarle 50 μl de anticuerpo anti-inmunoglobulina bovina conjugado con 
peroxidasa (Jackson Inmunoresearch) diluido 1:5000. El conjugado se incubó 
durante 1 h a 37ºC con agitación para, luego de 4 lavados mas, ser revelado con 
ABTS y leído a 405 nm, tal como se explicara para los ELISAs anteriores. 
Con los resultados de absorbancia de cada suero con y sin tratamiento con Urea 7 
M se calculó el Índice de Avidez (AI) (AI=ODUrea/ODno Urea x 100) 
Para que el cálculo tuviera validez, el valor de ODno Urea del suero problema debió 
ser mayor a 0,5 y el de ODUrea  superior a 0,1. En el caso que estas condiciones no 
se cumplieran, el AI de ese suero no pudo ser determinado. 
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3 VIRUS INACTIVADO PURIFICADO 
3.1 Purificación de partículas de VFA inactivado 
Partículas 146S de VFA inactivado (correspondientes al VFA completo) fueron 
purificadas para ser utilizadas como antígeno de estimulación in vitro de células 
bovinas o como antígeno en las pruebas de ELISA. El protocolo de purificación por 
gradiente de densidades de sacarosa (SDG) discontinuo, fue descrito por primera 
vez para el VFA en un trabajo de Fayet y col. [144], y modificado más tarde por 
otros autores [145,146,147,148].  
En base a la bibliografía mencionada, el método de purificación fue optimizado en 
nuestro laboratorio. Brevemente, concentrados de suspensiones virales 
inactivadas provistas por Biogénesis-Bagó, fueron tratadas con N-lauroylsarcosine 
(Sigma-Aldrich-Aldrich) en una relación 4:1 de suspensión-detergente. Esta 
solución se sembró sobre un gradiente discontinuo de sacarosa con distintas 
densidades (15 - 45% p/v) y se sometió a una ultracentrifugación a 15.800 rpm por 
16 hs. Se recolectaron fracciones de 1 ml utilizando una bomba peristáltica y se 
determinó su densidad óptica (OD) a 260nm mediante espectrofotometría. Las 
alícuotas que presentaron mayor OD fueron separadas, diluidas en buffer NET 
[0.1M NaCl-0.004M EDTA-0.05M Tris pH 8.0] y ultracentrifugadas a 26.000 rpm 
por 16 hs. El virus obtenido fue resuspendido en buffer NET, cuantificado por 
espectrofotometría y luego fraccionado y almacenado a -70°C hasta su utilización 
[146,147]. Cada alícuota de virus utilizada posteriormente en los ensayos solo fue 
descongelada una vez. 
3.2 Determinación de la integridad estructural de las partículas 146S 
purificadas 
La integridad de las partículas 146S fue confirmada en el Instituto de Ciencia y 
Tecnología Dr. César Milstein, donde se sometió al virus purificado a un nuevo 
gradiente de densidades de sacarosa y luego se caracterizó la estructura e 
identidad antigénica de las partículas purificadas con un panel de anticuerpos 
monoclonales contra VFA O1/CAMPOS [149]. 
 
4 LINFOPROLIFERACIÓN 
 
Para evaluar las respuestas proliferativas de las células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC) de los terneros, los mismos fueron sangrados a diferentes 
tiempos utilizando tubos Vacutainer ® (BD) con heparina sódica. Para cada tiempo 
de muestreo, se colectaron de 14 a 16 ml de sangre por animal la cual fue 
transportada a temperatura ambiente hasta el Instituto de Virología de INTA. 
Dentro de las 8 hs de colectadas las PBMC fueron purificadas utilizando 
Histopaque 1083 ® (Sigma-Aldrich), teñidas con CFSE (carboxyfluorescein 
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diacetate, succinimidyl ester) y estimuladas con los diferentes antígenos como se 
describe a continuación: 
 
4.1 Purificación de PBMC  
 
Cada tubo conteniendo 7 a 8 ml de sangre fue centrifugado a 22°C a 400xG por 
20 minutos. La fracción superior de las células conteniendo la mayor densidad de 
PBMC y glóbulos rojos fue colectada con pipetas Pasteur y depositada en un 
nuevo tubo donde fue resuspendida en PBS estéril (c.s.p 3 ml). Luego, los 3 ml de 
células en PBS fueron colocados sobre 3 ml de Histopaque 1083 (Sigma-Aldrich) 
en tubos de 15 ml. Los mismos fueron centrifugados a 22°C y1000xG durante 30 
minutos (desactivando el freno de la centrífuga). La interfase opalescente (que 
contiene las PBMC) fue colectada con pipetas Pasteur, colocadas en un nuevo 
tubo con 10 ml de PBS y centrifugada a 250xG por 10 minutos. Luego de 
descartar el sobrenadante, el pellet conteniendo las células fue resuspendido en 2 
ml de PBS y lavado nuevamente con 10 ml de PBS. Este proceso fue repetido 2 
veces más para asegurar la completa remoción de Histopaque ®. Finalmente las 
células fueron resuspendidas en medio RPMI 1640 sin rojo fenol (Gibco) 
adicionado con 10% de SFB (Internegocios) e incubadas a 37°C y 5 % CO2 
durante 10-16 hs, hasta el día siguiente. 
 
4.2 Tinción con CFSE  
 
Las PBMC fueron lavadas 3 veces con RPMI sin rojo fenol para eliminar el SFB. 
Después del último lavado, las células fueron resuspendidas en 1 ml de RPMI. 
Una alícuota representativa de cada tubo fue teñida con Azul Tripán 0,4 % (Sigma-
Aldrich) para su conteo en cámara de Neubauer. 
De cada uno de los tubos se preparó una suspensión de 1 ml conteniendo 2 x 107 
células que luego se mezcló con 1 ml de CFSE 6 M y se incubo a 37°C durante 
30 minutos (107 células/ml, 3M CFSE). El CFSE remanente fue lavado 2 veces 
utilizando 10 ml de RPMI y 5% SFB y centrifugando a 250xG por 10 minutos. 
Finalmente, las células de cada animal fueron resuspendidas en RPMI-10% SFB 
sin rojo fenol en una concentración de 5x106 células/ml. 
Una alícuota de cada uno de los tubos fue mantenida sin tinción con CFSE como 
posterior control de autofluorescencia 
 
4.3 Estimulación de PBMC 
 
Las células de cada animal fueron incubadas con cada uno de los antígenos. Para 
ello, 100 L de la suspensión celular (5x106 cél/ml) fueron dispuestas en placas de 
96 pocillos para luego agregarles 100 L de ConA (10 g/ml), VFA O1/CAMPOS 
(10 g/ml), VFA A24/CRUZEIRO (10 g/ml), VFA A/ARG/2001 (10 g/ml), VFA 
C3/INDAIAL (10 g/ml) o RPMI 10% SFB. Las placas fueron incubadas a 37°y C 
5% CO2  durante 5 días. Todos los antígenos fueron preparados en RPMI 10% 
SFB sin rojo fenol y su concentración final fue de 5 g/ml luego de su 
incorporación a las células. Los antígenos virales están basados en virus 
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inactivado purificado como se describiera anteriormente. Los mismos 
permanecieron almacenados a -80° C hasta el momento de su utilización y en 
todos los ensayos de linfoproliferación y estimulación de IFN- fueron utilizados los 
mismos lotes.  
 
4.4 Análisis por Citometría de Flujo 
 
Luego de 5 días de estimulación, los triplicados de cada animal para cada 
antígeno fueron reunidos y centrifugados a 400xG por 10 minutos y 
posteriormente resuspendidos en 300 ul de FACS Flow® (BD). La intensidad de 
fluorescencia individual de cada célula se midió utilizando un citómetro de flujo 
FACSCalibur® (BD) en el canal FL1 (530 nm). En cada sesión, los parámetros del 
citómetro fueron ajustados considerando las características de los controles de 
células sin tinción (autofluorescencia) de los animales analizados. Para ello, estas 
células fueron caracterizadas, en primera instancia, en base a su volumen y 
complejidad citoplasmática (FSC y SSC), con el fin de analizar solo las células con 
morfología típica de linfocitos (Fig. 4A R1). Luego, los parámetros del canal FL1 
fueron configurados para que las modas (picos) en los controles de 
autofluorescencia de todos los animales se mantuvieran por debajo de 101 (Fig. 
4B). 
 
 
 
 
 
Figura 4. Parámetros utilizados para el ajuste y selección de células a analizar. 
A. Región definida para seleccionar eventos a analizar en base a volumen celular 
y complejidad citoplasmática. B. Histograma ejemplificando un control de 
autofluorescencia. 
 
Los tubos conteniendo las células estimuladas de cada animal fueron pasados por 
el citómetro bajo los mismos parámetros, capturando al menos 10.000 eventos 
correspondientes a la región R1. 
 
A B 
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El análisis de datos obtenidos se realizó utilizando el software WinMDI (Freeware). 
La figura 5 es un ejemplo de la metodología utilizada para el análisis. 
Para cada animal, las células estimuladas con el control negativo (RPMI) fueron 
analizadas en primer lugar para establecer una región que comprendiera los 
eventos por debajo del valle del pico de fluorescencia (Fig. 5A). Luego, los tubos 
conteniendo las células estimuladas con cada una de las distintas cepas de VFA y 
ConA fueron analizadas bajo la misma región para registrar la proporción de 
eventos capturados para dichas intensidades de fluorescencia (Fig. 5B y C, 
respectivamente). Finalmente, a la proporción de eventos hallados para cada 
antígeno en dicha región se le sustrajo la proporción de eventos registrados para 
la misma región en el control negativo. De esta manera, queda establecida la 
proporción de células que proliferan específicamente como respuesta al antígeno 
bajo estudio (% de Proliferación) 
. 
 
 
 
Figura 5. Ejemplo de la metodología empleada para calcular la linfoproliferación 
específica para cada antígeno. A) Histograma de células estimuladas con RPMI. 
B) Histograma de células estimuladas con VFA. C) Histograma de células 
estimuladas con ConA. D) Histogramas A y B superpuestos. 
 
 
5 ANIMALES 
 
Dada la complejidad del diseño de los grupos experimentales utilizados, los 
mismos serán descritos en detalle en cada uno de los capítulos para su mejor 
comprensión. 
Todos los procedimientos que involucraron la manipulación, alimentación, 
traslado, muestreo y crianza de animales fueron avalados por el Comité 
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentación (CICUAE) del 
CICVyA de INTA. 
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CAPÍTULO 1 
 
 
RESPUESTA HUMORAL A LA 
VACUNACIÓN EN TERNEROS DE 
DISTINTA EDAD Y NIVELES DE 
ANTICUERPOS CALOSTRALES. 
 
1 OBJETIVOS 
 
Evaluar y describir la respuesta humoral generada por una única vacunación anti-
aftosa en terneros con distinta edad y niveles de AcC al momento de la 
vacunación. 
 
2 MATERIALES Y MÉTODOS ESPECÍFICOS 
 
2.1 Diseño experimental 1. Terneros calostrados de diferentes 
edades y títulos de AcC al momento de la vacunación.  
Este grupo estuvo conformado por 15 terneras cruza Jersey/Holstein 
pertenecientes a un tambo ubicado en el partido de Tandil, Buenos Aires. Todas 
las terneras nacieron y fueron criadas dentro del establecimiento y recibieron un 
volumen total de 4 litros de calostro dividido en dos administraciones de 2 litros 
cada una (antes de las 6 y 12 hs de vida). El calostro empleado en ambas 
raciones y para todos los animales es una mezcla de varios calostros 
pertenecientes a vacas y vaquillonas que hubiesen parido durante el transcurso de 
ese mismo día. Este procedimiento de administración de calostro es una práctica 
habitual en los establecimientos de la región. Luego, los animales fueron 
trasladados a piquetes en grupos reducidos (15 a 20 animales) en donde se los 
alimentó con leche del propio tambo y alimento balanceado hasta los 2 meses de 
vida. A partir de este momento, se les proporcionó un suplemento de forraje 
natural o conservado (principalmente rollos).  
Al inicio de la experiencia, las terneras tenían una edad de promedio de 32 días ± 
11(SD) (rango: 18-49 días) y ninguna había recibido vacunación anti-aftosa, ya 
que habían nacido luego de la última campaña oficial. Los animales fueron 
asignados al azar a uno de los 4 grupos experimentales (Tabla 1.1) Las terneras 
del grupo A (n=3) permanecieron sin vacunar durante toda la experiencia y fueron 
sangradas cada 56 días. Las del grupo B (n=4) fueron vacunadas el día del inicio 
del experimento (a los 32 días ± 11 días de vida). El grupo C (n=4) fue vacunado 
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luego de 56 días de iniciado el experimento, cuando los animales tenían 
aproximadamente 90 días de vida. Finalmente, el grupo D (n=4) fue vacunado a 
los 112 días (5 meses de vida). Se obtuvo suero a los 0, 7, 15, 28 y 56 días post-
vacunación y posteriormente cada 56 días hasta el final de la experiencia, cuando 
los animales formaron parte de la campaña de vacunación obligatoria. 
 
Grupo N 
Edad al día 
de la 
vacunación 
(días) 
Edad al inicio 
de la 
experiencia 
(días) 
Cronograma de muestreo y vacunación (en días desde inicio del experimento) 
0 7 14 28 56 63 70 84 112 119 126 140 168 
A 3 N/A 47-49 S    S    S    S 
B 4 20-44 20-44 S-V S S S S    S    S 
C 4 74-88 18-32 S    S-V S S S S    S 
D 4 130-148 18-36 S    S    S-V S S S S 
S: muestra de suero;  V: Vacunación (vacuna anti-aftosa comercial); N/A: no aplica 
Tabla 1.1. Conformación de los grupos y diseño experimental. 
2.2 Análisis Estadístico. 
Los resultados obtenidos en este capítulo fueron analizados mediante el test de 
Mann-Whitney (no paramétrico) aplicando en todos los casos un intervalo de 
confianza del 95%. 
 
3 RESULTADOS 
3.1 Estimación de la vida media de los anticuerpos para las técnicas 
utilizadas 
En base a los títulos obtenidos en los días 0, 56 y 112 del experimento en los 
animales de los grupos A (sin vacunación) y D (pre vacunación), se estimaron las 
vidas medias de los anticuerpos medidos por cada una de las técnicas ensayadas. 
Para ello, cada curva individual fue sujeta a un análisis de regresión lineal (Fig. 
1.1, líneas de puntos) a partir del cual se obtuvo un valor de pendiente negativa 
(tabla 1.2). Mediante un Análisis de Covarianza (ANCOVA), se determinó que las 
pendientes individuales no eran estadísticamente diferentes entre sí (GraphPad 
Software). Por lo tanto, fue posible calcular una pendiente promedio para los 
valores obtenidos en los ensayos de seroneutralización, FL-ELISA, ELISA IgG1 e 
IgG2. A partir de la pendiente, se determinó la vida media estimada de los 
anticuerpos calostrales utilizando la formula Vida Media (días) = Log10 (1/2) / 
Pendiente.  
No pudieron calcularse estos mismos parámetros utilizando los títulos de IgM 
específica. Los títulos iniciales resultaron ser bajos en comparación con los 
observados para los demás isotipos y, dada la distancia temporal establecida 
entre los sucesivos muestreos, en ninguno de los animales se pudo contar con al 
menos 3 puntos de medición con valores superiores al límite de detección de la 
técnica. Por esta razón, no fue posible construir las rectas de regresión para este 
isotipo y llevar a cabo el consecuente cálculo de Vida Media. 
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Figura 1.1. Cinética de anticuerpos séricos en terneros calostrados no vacunados 
(grupo A) y en aquellos vacunados a los 112 días (pre-vacunación, grupo D) en 
función del tiempo, indicado en días desde inicio de la experiencia. Los puntos 
representan los valores obtenidos para cada animal en cada tiempo mediante la 
técnica correspondiente. Las rectas individuales de caída de los anticuerpos 
estimadas mediante regresión lineal se muestran en líneas de puntos  
 
 
Tabla 1.2. Resultados de los análisis de regresión lineal realizados para evaluar 
la cinética de la caída de anticuerpos séricos transferidos por calostro en terneros 
no vacunados. Para cada técnica, se expresa el valor de la pendiente y el 
coeficiente de regresión lineal (R2) para cada individuo, y el promedio de 
pendientes y la vida media esperada de los anticuerpos (en días) resultantes.  
 
Técnica serológica aplicada 
FL-ELISA SNV ELISA-IgG1 ELISA-IgG2 
N° ternero Pendiente R
2
 Pendiente R
2
 Pendiente R
2
 Pendiente R
2
 
7984 
-0.01509  
0.00015 
0.9999 
-0.01563  
0.00180 
0.9868 
-0.01583  
0.00059 
0.9986 
0.01422  
0.00176 
0.9849 
7987 
-0.01696   
0.00299 
0.9699 
-0.01563  
0.00180 
0.9868 
-0.01205  
0.00122 
0.9898 
-0.01616  
0.00040 
0.9994 
7989 
-0.01527   
0.00180 
0.9662 
-0.0125  6.24 
e-10 
1 
-0.01517  
0.00309 
0.96 
-0.01649  
0.00125 
0.9943 
7992 
-0.02080  
0.00057 
0.9993 
-0.02080  
0.00479 
0.9496 
-0.01957  
0.00082 
0.9882 
-0.01900  
0.00292 
0.9769 
7998 
-0.02036   
0.00257 
0.9842 
-0.01554  
0.00061 
0.9984 
-0.01796  
0.0004373 
0.994 
-0.01982  
0.00162 
0.9934 
8007 
-0.01732  
0.00031 
0.9997 
-0.02286  
0.00474  
0.9587 
-0.01677  
0.00222 
0.9828 
-0.01799  
0.00151 
0.9930 
8010 
-0.01777  
0.00067 
0.9986 
-0.01563  
0.00170 
0.9883 
-0.01722  
0.00065 
0.9986 
-0.0168  
0.00024 
0.9998 
Promedio -0.0176 -0.0169 -0.0164 -0.0171 
Vida media 
(días) 
17.10 17.81 18.36 17.60 
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3.2 Determinación de anticuerposTotales contra VFA O1/CAMPOS 
Las muestras de suero obtenidas pre- y post-vacunación en los diferentes grupos 
experimentales fueron evaluadas mediante FL-ELISA para titular los Ac séricos 
totales (AcT). Los AcT de los animales del grupo A (calostrados, no vacunados, 
edad promedio: 48 días al inicio de la experiencia), sigue la pendiente negativa 
prevista según la vida media estimada (17.1 días) (Fig. 1.2). Los niveles de AcT 
descienden por debajo del título correspondiente a una EPP del 75% para esta 
cepa hacia los 90-120 días de vida aproximadamente (línea verde, Fig. 1.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2. Títulos de Ac Totales (FL-ELISA) para los grupos A, B, C y D del 
grupo experimental 1. Se grafican valores promedio ± SD. La línea de puntos 
establece la curva de extinción prevista en cada grupo para una vida media 
calculada en 17.1 días. En el eje de las abscisas se grafican los días post inicio 
del experimento, el momento de la vacunación se indica con una flecha. (*) 
P<0.05. 
 
Los resultados obtenidos para el grupo B (animales vacunados a los 32±12 días 
de edad) muestran que los títulos de FL-ELISA siguen una cinética decreciente en 
función del tiempo hasta los 56 DPV (Fig. 1.2B). Sin embargo, no se observa una 
caída abrupta de los Ac los días posteriores a la vacunación, sino que siguen la 
proyección estimada. Los títulos de Ac de estos animales descienden por debajo 
del umbral establecido para la EPP75% desde el día 112 hasta el 168, cuando 2 
de 4 animales presentan títulos menores a 2.1. A partir del día 112 y en adelante 
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los títulos de AcT se mantienen en niveles constantes sin descender. A los 168 
DPV se observaron diferencias significativas de los títulos de FL-ELISA de los 
animales del grupo B respecto de la media del título de AcT obtenidos para los 
animales sin vacunar (grupo A) y la media esperada según la curva de extinción 
teórica de estos anticuerpos (P<0.05). 
Los animales del grupo C fueron vacunados a los 81± 7 días de edad, cuando en 
promedio tenían un título de Ac totales cercano a 2.5 (EPP≈90%) (Fig. 1.2C). En 
estos animales, los títulos lograron mantenerse relativamente constantes y, en 
promedio, por sobre la EPP75% a partir de la vacunación, alcanzando títulos 
significativamente diferentes a los no vacunados hacia los 56 DPV y 112 DPV (112 
y 168 del experimento, respectivamente) (p<0.05).  
Los animales del grupo D recibieron la vacunación a los 139±9 días de edad. Para 
ese momento, los títulos de 3 de 4 animales se encontraban por debajo de la 
EPP75% (1.81, 1.5, 2.86, 1.86; promedio=2) (Fig. 1.2 D). Luego de la vacunación, 
los AcT para O1/CAMPOS aumentaron hasta alcanzar títulos significativamente 
mayores a los estimados en ausencia de vacunación para los 140 y 168 días de 
iniciado el experimento (28 y 56 DPV, respectivamente) (P<0.05). A los 7 DPV (día 
126) los 4 animales presentaron títulos superiores a 2.1 y a los 14 DPV un 
promedio de 2.5 (EPP≈90%), que se mantuvo hasta el final de la experiencia. 
3.3 Determinación de anticuerpos con capacidad neutralizante del 
VFA O1/CAMPOS 
En la figura 1.3A se observan los resultados del ensayo de SNV para VFA 
O1/CAMPOS de los sueros de los animales pertenecientes al grupo A (sin 
vacunar) que contaban con altos títulos de AcN calostrales al inicio de la 
experiencia (2.23±0.12). La caída del título de AcN se ajusta a la predicción teórica 
basada en la vida media estimada, que corresponde en este caso a 17.8 días.  
Los terneros del grupo B fueron vacunados a los 32 ±12 días de edad (Fig. 1.3B), 
cuando sus títulos de Ac neutralizantes eran de 2.32±0.06. Luego de la 
vacunación, el título neutralizante de los sueros decrece siguiendo una cinética 
comparable a la caída de Ac calostrales en animales no vacunados, hasta los 28 
DPV. Luego, hacia los 56 DPV, el título neutralizante viral disminuye 
significativamente con respecto al observado en los individuos del grupo A, que 
aún presentan actividad de los Ac calostrales (P<0.05).  
En el caso del grupo C, puede observarse que luego de la vacunación se produjo 
un leve aumento de los títulos de AcN hacia los 14 DPV (día 70) en comparación 
con los animales que no recibieron vacuna y con la curva de extinción teórica 
correspondiente (Fig. 1.3C). Este aumento, de todos modos, no resultó 
estadísticamente significativo. A pesar de esta aparente inducción inicial, el título 
de AcN en los sueros mantiene un perfil de decaimiento continuo, hasta entrar en 
una meseta entre los 112 días de edad y el fin del experimento. 
Finalmente, los animales del grupo D fueron vacunados a los 112 días desde 
iniciado el experimento. Estos terneros generaron una respuesta de AcN, con un 
título que en promedio superó rápidamente el valor de 1.6 hacia los 7 DPV y que 
se mantuvo constante hasta el final del ensayo (Fig.1.3 d). Durante los tiempos 
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experimentales analizados, todos los animales permanecieron con un título 
superior a 1.66 (EPP75%), a excepción del tiempo 168, donde 3 de 4 terneros se 
encontraron por debajo de este valor. Sin embargo, en este último tiempo (56 
DPV), los títulos hallados fueron superiores a los observados en los terneros que 
no recibieron vacunación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3. Títulos de Ac Neutralizantes para los grupos A, B, C y D del grupo 
experimental 1. La línea de puntos establece la curva de extinción teórica prevista 
para una vida media estimada en 17.8 días y en los paneles B, C y D se incluye la 
curva observada para el grupo A a partir del día de inicial para grupo. En el eje de 
abscisas se grafican los días post inicio del experimento (↓) Vacunación, (*) 
p<0.05. 
3.4 Determinación de isotipos de inmunoglobulinas contra VFA 
O1/CAMPOS. 
Los resultados para los isotipos IgG1 e IgG2 correspondientes a los animales sin 
vacunar (grupo A) se muestran en la figura 1.4, junto con las curvas de extinción 
promedio estimadas partir de una vida media de 18.4 días para el isotipo IgG1 y 
17.6 días para el isotipo IgG2. Puede observarse que para ambos isotipos las 
curvas observadas y estimadas son coincidentes, indicando la caída del título en 
suero de los Ac adquiridos pasivamente.  
Para los animales del  grupo B, se observa que para ambos isotipos la cinética 
que siguen los títulos de anticuerpos es negativa y similar a la esperada de 
acuerdo a su vida media, a pesar de haber recibido una vacunación (Fig. 1.5). Sin 
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embargo, al día 168, los títulos de IgG1 fueron superiores a los esperados en 
ausencia de vacunación y en los animales del grupo control (grupo A) (p>0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4. Títulos de IgG1 e IgG2 anti-O1/CAMPOS obtenidos por ELISA para 
los animales del grupo A (sin vacunación) con sus respectivas curvas de extinción 
estimadas en línea de puntos. En el eje de las abscisas se grafican los días post 
inicio del experimento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5. Títulos séricos de IgG1 e IgG2 anti O1/CAMPOS obtenidos por ELISA 
para los animales del grupo B (vacunados a los 32 ± 12 días de vida) con sus 
respectivas curvas de extinción estimadas (en línea de puntos). En el eje de las 
abscisas se grafican los días post inicio del experimento.  (↓) Vacunación (*) 
P<0.05. 
 
En el grupo de animales C (fig. 1.6), que fue vacunado al día 56 del ensayo 
cuando los animales tenían 81±7 días de vida, los niveles de IgG1 e IgG2 fueron 
diferentes a los esperados si no hubieran sido vacunados (112 DPV/día 168 del 
ensayo) (P<0.05). En este grupo, los títulos de IgG1 se mantuvieron por encima 
de 2.7 a lo largo de todo el experimento mientras que los niveles de IgG2, que al 
momento de la vacunación eran al menos 10 veces más bajos que los de IgG1, 
aumentaron luego de la vacunación.  
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Figura 1.6. Títulos de IgG1 e IgG2 anti-O1/CAMPOS obtenidos por ensayo de 
ELISA para los animales del grupo C (vacunados a los 81 ± 7 días de vida) con 
sus respectivas curvas de extinción estimadas en línea de puntos. En el eje de 
las abscisas se grafican los días post inicio del experimento.  (↓) Vacunación (*) 
P<0.05. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.7. Títulos de IgG1 (izq.) e IgG2 (der) obtenidos por ensayo de ELISA 
para los animales del grupo D (vacunados a los 139 ± 9 días de vida) con sus 
respectivas curvas de extinción estimadas en línea de puntos. En el eje de las 
abscisas se grafican los días post inicio del experimento.  (↓) Vacunación (*) 
P<0.05. 
 
En el grupo D, todos los animales mostraron un incremento en los títulos de 
ambos isotipos contra O1/CAMPOS a lo largo del experimento (fig. 1.7). La 
cinética de la respuesta fue diferente en este caso, ya que los niveles de IgG1 
aumentaron antes que los de IgG2. El análisis estadístico mostró que los títulos de 
IgG1 fueron significativamente superiores a los estimados y a los de los animales 
del grupo A a los 28 y 56 DPV mientras que sólo se observó dicha diferencia para 
el isotipo IgG2 a los 56 DPV. 
1
2
3
4
Grupo A
Grupo C
Extinción Teórica C
56 63 70 84
11
2
16
8
IgG1
*
Días
T
ít
u
lo
 I
g
G
1
 p
a
ra
 O
1
C
 (
L
o
g
1
0
)
1
2
3
4
Grupo A
Grupo C
Extinción Teórica C
IgG2
56 63 70 84
11
2
16
8
*
Días
T
ít
u
lo
 I
g
G
2
 p
a
ra
 O
1
C
 (
L
o
g
1
0
)
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
Grupo D
11
2
11
9
12
6
14
0
16
8
IgG1
Grupo A
Ext.Teór.D
*
*
Días
T
ít
u
lo
 I
g
G
1
 p
a
ra
 O
1
C
 (
L
o
g
1
0
)
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
11
2
11
9
12
6
14
0
16
8
IgG2
Grupo D
Grupo A
Ext.Teór.D
*
Días
T
ít
u
lo
 I
g
G
1
 p
a
ra
 O
1
C
 (
L
o
g
1
0
)
Vet. Danilo Bucafusco   Capítulo 1 
49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.8. Títulos de IgM obtenidos por ensayo de ELISA para los grupos de 
animales no vacunados (grupo A) o vacunados a diferentes edades (grupos B, C 
y D). Las flechas de distintos colores indican el momento en el que fueron 
vacunados los animales de cada uno de los grupos.  En el eje de las abscisas se 
grafican los días post inicio del experimento. 
 
Los resultados de todos los grupos de terneros para el isotipo IgM se encuentran 
graficados en la figura 1.8. Los animales de los grupos A y B presentaron títulos 
de IgM superiores al límite de detección (Log10 (50)=1,7) al inicio del experimento. 
La respuesta fue variable en los animales del grupo B luego de la vacunación lo 
cual no permitió aportar resultados relevantes.  
En el grupo C algunos animales tuvieron una tenue respuesta de IgM a la 
vacunación que volvió a los niveles basales antes de los 56 DPV (día 112). Los 
mayores niveles de IgM se hallaron en los animales del grupo D a los 14 DPV (día 
126). Lamentablemente, la amplia dispersión de los títulos obtenidos y el bajo 
número de datos impidió corroborar este aumento estadísticamente. 
 
4 DISCUSIÓN 
 
Nuestro primer objetivo fue determinar la caída de anticuerpos calostrales, 
calculando su pendiente en función del tiempo, lo que nos permitió estimar la vida 
media de los anticuerpos anti-O1/CAMPOS medidos por diferentes técnicas: FL-
ELISA; SNV y ELISA de isotipos. En la bibliografía existen escasos reportes 
acerca de la vida media de los anticuerpos contra VFA. La diversidad de cepas, 
adyuvantes, edades, técnicas serológicas y diseños experimentales utilizados en 
los trabajos previos dificulta la elaboración de conclusiones que sean aplicables a 
la situación actual. Dado que esto dificultaba su comparación con nuestros 
resultados, decidimos efectuar estas mediciones bajo nuestras condiciones 
experimentales. 
Si bien la técnica de FL-ELISA se ha utilizado por más de 25 años para 
evaluar inmunidad anti-aftosa, sorprendentemente solo se cuenta con una 
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estimación de la vida media de los anticuerpos calostrales evaluados por esta 
técnica en un trabajo realizado por Spath y col. [132]. En dicho trabajo, las 
estimaciones arrojaron valores de 20.8, 25, 19.1 y 21.1 días para las cepas 
A/Argentina/79, A/Argentina/87, C/Argentina/85 y O1/Caseros, respectivamente. 
Estas cepas ya no se incluyen en la vacuna. A pesar de que la técnica de ELISA 
descripta en ese trabajo es similar a la utilizada en nuestro estudio, estos valores 
difieren de la vida media calculada en esta tesis para la cepa O1/CAMPOS (17.1 
días). Spath y col. mostraron diferencias en las vidas medias calculadas según la 
especificidad de los anticuerpos para cada una de las cepas. Esto probablemente 
esté más relacionado con diferencias técnicas que con comportamientos distintos 
de los AcC para cada valencia, aunque los autores no discuten este punto. 
Además, en dicha publicación, la vida media de cada una de las valencias fue 
calculada en base a una regresión lineal simple utilizando los títulos obtenidos 
para cada animal en cada tiempo como si fueran variables independientes 
(supuesto indispensable para la aplicación del modelo de regresión lineal). Sin 
embargo, este supuesto no es válido ya que los títulos correspondientes a cada 
animal en los diferentes tiempos deben considerarse medidas repetidas, y por 
tanto, no son independientes entre sí. En nuestro caso, el cálculo de la pendiente 
es indiferente al modelo estadístico aplicado ya que las pendientes no pudieron 
considerarse distintas, pero no podemos definir el impacto de este supuesto en los 
trabajos publicados anteriormente(Spath y col.[132]).  
Los reportes de vida media de Ac neutralizantes (AcN) para VFA también 
son escasos. Sadir y col. [131] reportaron una vida media de 21.5 días para SNV 
de A24/Cruzeiro. Nicholls y col. [130] calcularon un vida media en promedio de 
22.2 días para tres valencias distintas, A24/Cruzeiro, C3/Pando y O1/CAMPOS, 
sin detallar la pendiente obtenida para cada una en particular. La vida media 
calculada para los anticuerpos neutralizantes contra O1/CAMPOS en este trabajo 
fue de 17.8 días, un valor intermedio entre el de Sadir y col. y el informado por 
Graves y col. en 1963 [150] para VFA cepa A-119 (15,7 días), aunque este último 
autor tituló los sueros en ratón lactante. Las diferencias halladas para cada 
técnica, entre los laboratorios y para las distintas cepas virales denotan la 
importancia de estimar la pendiente para cada uno de los sistemas en los cuales 
se titularán los sueros. 
Las vidas medias obtenidas para los títulos séricos de los anticuerpos 
calostrales IgG1 e IgG2 específicos para O1/CAMPOS constituyen los primeros 
datos reportados para vacunas anti-aftosa en bovinos. La vida media obtenida 
para ambos isotipos es comparable a los valores calculados para FL-ELISA y 
SNV, y concuerdan con lo reportado por Banks y col. para IgG (20 días) [151]. 
En este estudio hemos utilizado como referencia de la respuesta protectora 
humoral el valor de los títulos de FL-ELISA y SNV correspondientes a una 
expectativa porcentual de protección del 75%. Cabe aclarar que el valor de 
EPP75% representa la correlación entre los títulos de anticuerpos a los 60 DPV y 
el nivel de protección a los 90 DPV frente la prueba de generalización podal. Esta 
prueba consiste en la inoculación intradermolingual de 104 Dosis Infecciosas de 
Bovino, lo que constituye, sin dudas, un desafío mayor a una infección en 
condiciones naturales. Por lo tanto, si bien este valor se toma como referencia de 
una cobertura humoral adecuada para una determinada población, ya que 
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garantiza la presencia de títulos protectores de anticuerpos, no indica 
necesariamente que valores de EPP inferiores a 75% representen un riesgo 
sanitario. De todos modos, este es el valor de corte con el que se realizan los 
relevamientos de inmunidad poblacional en nuestro país y constituye un punto de 
referencia para evaluaciones serológicas sin necesidad de recurrir al desafío de 
los animales. 
El valor de EPP75% para FL-ELISA correspondiente a la cepa 
O1/CAMPOS corresponde a títulos iguales o superiores a 2,1. Esta estimación fue 
realizada a partir de 258 muestras de suero de bovinos enrolados en 16 pruebas 
de desafío y la aplicación e interpretación de este punto de corte está actualmente 
reglamentada (Res. 111/2010 SENASA) [152]. Si bien los valores esperados de 
cobertura humoral de la población pueden variar para diferentes países de 
acuerdo a las reglamentaciones vigentes, los valores exigidos por la autoridad 
sanitaria de Argentina son de 75% para las 4 valencias vacunales (cepas virales) 
[50]. 
Recientemente, se ha actualizado la curva considerando los títulos de SNV 
para O1/CAMPOS, incluyendo 93 sueros de animales inmunizados con vacuna 
tetravalente comercial enrolados en 6 pruebas de desafío [153]. El valor resultante 
de EPP75% para la cepa O1/CAMPOS fue de 1.6, coincidente con el que se toma 
como referencia en PANAFTOSA (Río de Janeiro, 1991) [154].  
Los animales que no recibieron vacunación (grupo A) mantuvieron la 
cinética predicha por las vidas medias calculadas tanto para AcN como para Ac 
totales y para los isotipos IgG1 e IgG2 (figuras 1.2A, 1.3A y 1.4), lo que refuerza 
las estimaciones realizadas. Los títulos promedio de FL-ELISA cayeron por debajo 
del valor establecido para la EPP75% aproximadamente a los 4 meses de vida (70 
días de experimento). Sin embargo, la cinética observada para los AcN en estos 
animales calostrados y no vacunados, es diferente a la de los Ac totales. En este 
caso, los títulos de AcN caen por debajo de la EPP75% ya a los 40 días de 
experimento, en forma coincidente con la curva teórica basada en la vida media. 
La respuesta de Ac totales (FL-ELISA) en los animales del grupo B es 
similar a la pendiente de extinción teórica predicha hasta los 60 DPV, en 
coincidencia a lo reportado por Spath y col. [132] para animales de la misma edad 
y títulos de Ac equivalentes. Sin embargo, a partir de los 60 DPV, la caída de los 
títulos de Ac totales se detiene en estos animales vacunados, alejándose entonces 
del grupo A, con el que muestra diferencias significativas hacia el final del 
experimento (168 días post-inicio). A diferencia de los animales no vacunados, los 
títulos de estos terneros fueron prácticamente coincidentes con el valor de 
EPP75% entre los 112 y 168 días (figura 1.2B). En el trabajo publicado por Spath 
y col. no se discute el posible mecanismo que subyace a este fenómeno. El 
análisis de nuestros datos nos ha llevado a postular dos hipótesis que pueden 
explicar lo observado.  
La primera de ellas plantea que aún varios meses después de la 
vacunación, persiste antígeno en condiciones de inducir inmunidad en el animal. 
La presencia de antígeno “residual” en el momento en el cual los AcC caen por 
debajo un título “inhibitorio” permitiría entonces desencadenar la respuesta 
inmune. Esta hipótesis presupone que la formulación oleosa conforma un 
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“depósito” de antígeno que se liberaría lentamente [131,155], asegurando la 
integridad del mismo aún varios meses después de la vacunación. 
La segunda hipótesis plantea que el ternero es capaz de montar una 
respuesta primaria humoral desde el momento de la vacunación pero que la 
misma, al ser primaria, es proporcionalmente poco significativa comparada con los 
altos títulos de Ac calostrales que se transfirieron pasivamente. Sólo cuando el 
título de Ac calostrales es lo suficientemente bajo y el título de Ac generados lo 
suficientemente alto en relación, puede evidenciarse este cambio en la cinética. La 
figura 1.9 muestra que los Ac totales (no específicos) que se producen en potrillos 
con Ac maternos solamente resultan evidentes cuando los Ac maternos 
disminuyen, tal como propone nuestra segunda hipótesis [156],  
No podemos descartar que ambos fenómenos estén ocurriendo de manera 
simultánea. La medición de IgM luego de la vacunación en los terneros del grupo 
B fue variable y no permitió determinar fehacientemente que hubiese habido 
inducción de respuesta primaria. Ambas hipótesis podrían contrastarse 
comprobando la inducción genuina de inmunidad por parte del ternero mediante la 
determinación de células productoras de anticuerpos en los terneros vacunados 
(ELISPOT) en función del tiempo.  
 
 
 
Figura 1.9. Niveles de inmunoglobulinas en el suero del neonato durante las 
primeras 15 semanas de vida indicando la contribución relativa de los Ac 
calostrales y de los Ac sintetizados por el animal. Extraído de Tizard, Veterinary 
Immunology: An Introduction, 9th Edition.  
 
Al igual que lo observado en los animales calostrados y no vacunados 
(grupo A), la cinética observada para los AcN en terneros calostrados y vacunados 
(grupos B, C y D) fue distinta a la de los Ac totales (FL-ELISA). Los títulos de los 
AcN en los animales vacunados alrededor del mes de vida (grupo B) presentan 
una abrupta caída entre los 28 y 56 días luego de la vacunación. Esto contrasta 
con la respuesta de Ac totales que, como se mencionó anteriormente, fue similar a 
la pendiente de extinción teórica hasta los 60 DPV, para luego mantenerse 
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constante en un valor similar al de la EPP75%. Sadir y col., encontraron un 
resultado similar con los AcN, en ese caso utilizando una vacuna oleosa 
monovalente aplicada a animales algo más jóvenes y consecuentemente, con 
mayores títulos de AcC [131]. En este trabajo (Sadir y col), también se pudo 
observar este efecto negativo de la vacunación sobre los AcN en animales de 30 
días pero utilizando una vacuna con adyuvante acuoso, resultados que además 
concuerdan con los publicados por Nicholls y col. [130,131]. La respuesta de 
isotipos de IgG en este grupo mostró que las IgG1 siguieron un curso temporal 
similar al de los Ac totales, mientras que las IgG2 sufrieron un decaimiento muy 
similar al previsto teóricamente y diferente al de los AcN o totales. 
Los terneros del grupo C llegaron al momento de la vacunación con una 
edad promedio de 81±7 días. En ese momento los títulos promedio de Ac totales 
se encontraban por sobre el valor de EPP75% establecido por FL-ELISA (>2.1), 
aunque por debajo del título de EPP75% determinado para AcN medidos por SNV 
(>1.6, Figs. 1.2C y 1.3C, respectivamente). Luego de la vacunación, las 
respuestas medidas para Ac totales y para AcN divergieron aún más. 
Nuevamente, como en el grupo B, mientras que la vacunación detuvo 
completamente la caída de Ac totales medidos en FL-ELISA, manteniendo a los 
animales por sobre el 75% de EPP (títulos >2.1), los AcN mantuvieron, en 
promedio, su cinética de extinción normal, no viéndose afectados por la 
inmunización. Sadir y col., describieron una respuesta positiva a la vacunación en 
terneros con un promedio de título neutralizante comparable con los de este 
grupo. Sin embargo, los 4 animales utilizados en aquella ocasión presentaban 
amplia dispersión de edades (30 a 90 días) y de títulos iniciales de Ac calostrales, 
por lo que resulta difícil establecer una comparación. Coincidiendo con los 
resultados de FL-ELISA en los animales del grupo C, se detectó un aumento en 
los niveles de IgG1 e IgG2 evidente luego de los 28 DPV (día 84 del experimento). 
Sin embargo, este aumento no se vio reflejado en la capacidad neutralizante a los 
mismos tiempos. 
En los animales del grupo D (139±9 días de edad al momento de la 
vacunación), los títulos de Ac iniciales se encontraban por debajo de la EPP75%, 
tanto para SNV como para FL-ELISA. Los animales respondieron positivamente a 
la vacunación observándose un aumento de los títulos por FL-ELISA y SNV que, a 
los 7 DPV, lograron alcanzar valores por encima de sus respectivas EPP75% 
(Figs. 1.2D y 1.3D). Estos resultados coinciden parcialmente con los obtenidos por 
Spath y col. en terneros vacunados con títulos promedio de FL-ELISA por debajo 
de 1.8, ya que estos necesitaron una segunda dosis de vacuna para alcanzar 
títulos superiores a 2.1. 
 El aumento de estos títulos, condice con un incremento de los niveles de 
los distintos isotipos. Se observa un incremento en los títulos de IgM (desde 
7DPV) seguidos de un aumento en los niveles de IgG1, que se inicia a los 7 DPV 
con un pico a los 14 DPV, mientras que el aumento de IgG2 se inicia, más 
tardíamente, llegando a un pico a los 28 DPV  (Fig. 1.7). Esta cinética coincide con 
la observada en animales adultos (datos de nuestro laboratorio). 
En relación a la medición de las IgM especificas inducidas en cada caso, el 
ELISA para detección de IgM probablemente tenga un sensibilidad limitada debido 
a las señales inespecíficas que genera lo que obligó a sustraer los valores de OD 
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obtenidos en ausencia de virus a los obtenidos en presencia de VFA O1/Campos 
(ver sección materiales y métodos generales 2.3.2). Además, posee un valor de 
corte superior al de los otros isotipos. De todos modos, el mismo ensayo fue 
aplicado a todos los animales, por lo que consideramos validos estos datos para el 
análisis.  
Las respuestas de IgM de mayor magnitud se encontraron en el grupo D, 
seguidas por las del grupo B y del C, que mostraron picos de menor magnitud. Los 
resultados estarían indicando que cuanto menores son los títulos iniciales de 
anticuerpos maternos, mayor sería la inducción de una respuesta primaria a la 
vacunación en el ternero. 
Una observación importante del análisis de los datos, es que las respuestas 
neutralizantes no mostraron el mismo curso temporal que las de Ac totales, tal 
como pudo verse en los grupos A, B y C. En todos los casos, los AcN mostraron 
caídas más pronunciadas que los Ac totales. Aún más importante es la 
observación de que la vacunación en los grupos B y C no modificó la caída de 
títulos de AcN prevista por la curva teórica, pero sí la de Ac totales. Si bien los 
fenómenos existentes detrás de estas observaciones no son claros por el 
momento, es evidente que la utilización de una u otra técnica puede brindar 
visiones parciales y hasta contrapuestas de la calidad y magnitud de la respuesta 
generada. 
Por último, en relación al estudio de los isotipos de los Ac específicos 
inducidos contra el VFA, la generación de respuestas primarias de IgM parece 
estar negativamente afectada por la preexistencia de Ac maternos circulantes. 
Sólo los terneros con muy bajos niveles de AcC (grupo D) respondieron con un 
evidente pico de IgM, en forma similar a bovinos adultos. En este grupo, la 
vacunación permitió también una clara inducción de AcN cuyo inicio coincide con 
el del pico de IgM y que se mantuvo por sobre los niveles de EPP75% hasta el 
final de la experiencia. Es importante remarcar que en este grupo, las IgG1 
alcanzan sus valores máximos a partir de los 14 días posteriores a la vacunación 
(126 días de prueba), y las IgG2 a partir de los 28 DPV (140 días de prueba), 
manteniéndose ambas en altos títulos hasta el final del experimento. 
Estas observaciones sobre los tiempos tempranos post-vacunación 
coinciden con resultados previos del grupo donde se describe que la actividad 
neutralizante de los sueros de los bovinos a tiempos cortos luego de la infección 
se debe a la presencia de IgM específicas para el virus[157]. Adicionalmente, el 
análisis de los perfiles isotípicos a los 7 DPV en terneros enrolados en 
experimentos de transmisión (realizados por el Dr. Sergio Duffy del CICVyA, 
INTA), demostraron que la IgM era el isotipo predominante en la respuesta 
humoral a la vacunación, por lo que es posible relacionar la protección observada 
en estos terneros con la presencia de este isotipo (S. Di Giacomo y A. Capozzo, 
comunicación personal). Las cinéticas observadas para los isotipos IgG1 e IgG2 
fueron mayormente coincidentes entre sí para todos los grupos y, en términos 
generales, siguieron la evolución de los Ac totales medidos por FL-ELISA. 
En conjunto, los resultados de este capítulo constituyen los primeros datos 
disponibles acerca del comportamiento de la respuesta inmune humoral en 
terneros calostrados evaluada no solo en términos cuantitativos (Ac totales vs 
neutralizantes) sino también en cuanto al perfil de isotipos de los Ac inducidos. A 
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su vez, a diferencia de trabajos previos, aquí se describe la respuesta humoral 
post-vacunal en los terneros utilizando más de una técnica serológica. 
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CAPÍTULO 2 
 
 INFLUENCIA DE LOS ANTICUERPOS 
CALOSTRALES EN LA RESPUESTA 
HUMORAL A LA REVACUNACIÓN ANTI-
VFA EN TERNEROS 
1 OBJETIVOS 
En el capítulo anterior demostramos que la vacunación de terneros con altos 
niveles de anticuerpos calostrales no inducía una respuesta significativamente 
diferente a la caída de los anticuerpos maternos. Decidimos entonces evaluar si 
este efecto podía revertirse con una segunda aplicación de la vacuna.  
 
Los objetivos de este capítulo son: 
 
Analizar cuantitativa y cualitativamente la respuesta humoral inducida luego de la 
vacunación de terneros con altos niveles de AcC o sin AcC al momento de la 
primovacunación. 
 
Determinar la interacción de los anticuerpos maternos preexistentes en la 
inducción de anticuerpos en terneros vacunados y revacunados con vacuna anti-
aftosa comercial.  
 
2 MATERIALES Y MÉTODOS ESPECÍFICOS 
2.1 Grupo experimental 2. Terneros calostrados con diferente 
estatus inmunológicos al momento de la vacunación. 
Para seleccionar a los animales para este grupo experimental, se obtuvieron 
muestras de suero de 74 terneras de 0 a 7 meses de edad de cruza 
Jersey/Holstein provenientes del mismo establecimiento que los animales del 
grupo experimental 1 y calostradas de la misma manera (calostro de varias 
madres, 4 litros en dos tomas antes de las 6 y 12 hs, respectivamente, ver 
Materiales y Métodos del Capítulo 1). Al inicio de la experiencia ninguno de los 
animales había recibido vacuna anti-aftosa, ya que habían nacido luego de la 
última campaña oficial.  
Se determinaron anticuerpos anti VFA O1/CAMPOS en los 74 animales mediante 
FL-ELISA específico. A partir de los resultados obtenidos, se dividieron los 
animales en 2 grupos según el título obtenido. El grupo A quedó conformado por 
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12 animales menores de 2 meses (33±19 días) con títulos de Ac totales superiores 
a 2.9 y el grupo B por 13 animales mayores a 5 meses (190 ±25 días) con un título 
de anticuerpos menor a 1.3 (total: 25 animales). Los títulos corresponden a valores 
de EPP>96% y EPP<23%, respectivamente [152]. 
Ambos grupos de animales fueron vacunados con dos dosis de vacuna comercial. 
La primera dosis fue aplicada en el inicio del experimento (0 DPV) y la segunda 
dosis 35 días más tarde (35 DPV). Se obtuvieron muestras de suero los días 0, 7, 
21, 35, 55, y 120 DPV. 
 
2.2 Análisis Estadístico 
En aquellos casos en que los datos obtenidos cumplieron con una distribución 
normal (Test de Normalidad de Shapiro-Wilk) y sus varianzas fueron comparables 
(Test de Bartlett) los análisis estadísticos fueron realizados mediante ANOVA de 2 
factores y medidas repetidas seguido por un test de comparaciones múltiples de 
Bonferroni con un intervalo de confianza del 95 %. 
En los casos en los cuales el número de animales no fue suficiente para 
comprobar la distribución normal de los mismos, el análisis de las diferencias fue 
realizado utilizando métodos no paramétricos: Mann-Whitney para comparaciones 
entre 2 grupos o Kruskal-Wallis para comparaciones múltiples, siempre con un 
intervalo de confianza del 95%. 
 
3 RESULTADOS 
 
3.1 Determinación de Ac Totales contra VFA O1/CAMPOS 
Se determinaron los títulos de Ac totales contra VFA O1/CAMPOS mediante FL-
ELISA para los grupos de animales 2A (título FL-ELISA >3) y 2B (título FL-
ELISA<1,3), en el transcurso de dos vacunaciones espaciadas por 35 días (Fig. 
2.1). En base al coeficiente de extinción estimado para Ac totales por FL-ELISA, 
se estableció una curva de extinción teórica para los anticuerpos iniciales del 
grupo A en base a una vida media de 17,1 días (línea de puntos, Fig. 2.1).  
Los títulos de FL-ELISA del grupo 2A mostraron, luego de la primera vacunación, 
una cinética decreciente que coincidió con la curva esperada para su vida media. 
Al momento de la revacunación, estos animales alcanzaban en promedio un título 
de FL-ELISA menor a 3. Después de la segunda vacunación (35 DPV), se observó 
un cambio en la pendiente de la curva, que dejó de ser negativa, diferenciándose 
significativamente de la caída de los AcC según la curva de extinción teórica. De 
allí en adelante, los títulos de ELISA se mantuvieron dentro de los mismos valores. 
Hacia el día 120 del experimento, sólo 2 de los 13 animales se encontraban por 
debajo del valor de 2.1 (línea horizontal de puntos, Fig. 2.2) establecido en la 
bibliografía como el título de Ac correspondiente a la EPP de 75% de la población, 
para VFA O1/CAMPOS (FL-ELISA) [152] (Fig. 2.2) 
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Los animales del grupo 2B, que no tenían AcC a al inicio del experimento (0 DPV), 
respondieron satisfactoriamente a la vacunación. Sólo una dosis fue suficiente 
para que la totalidad de los animales sobrepasara el nivel para la EPP75%, el día 
21 post-vacunación. Los títulos de anticuerpos siguieron aumentando luego de la 
revacunación (55 DPV) y luego se mantuvieron estables, mostrando diferencias 
significativas con respecto al grupo 2A a los 55 y 120 DPV (Fig. 2.1). 
Al analizar detalladamente las respuestas obtenidas en el grupo 2A, se observó 
que 4 de los 13 animales respondieron positivamente a la revacunación. Estos 
animales eran los responsables de desviar el promedio obtenido con respecto del 
esperado en ausencia de vacunación, mientras que los otros 9 animales 
mostraron una respuesta comparable con la curva de extinción prevista. 
Estos 4 animales fueron estudiados por separado y se los agrupó bajo el nombre 
de “2A booster +” (Fig. 2.3a), indicando que fueron aquellos que respondieron a la 
revacunación con un aumento del título de anticuerpos totales. Aunque estos 
animales presentaron títulos más bajos que los del grupo “2A booster-” a los 
tiempos 0 y 35 DPV (día de la revacunación), la medias de ambos grupos no 
fueron significativamente diferentes entre sí (p<0.05 ; Fig. 2.3b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1. Títulos de Ac totales contra VFA O1/CAMPOS medidos por FL-ELISA 
del grupo experimental 2. Los puntos representan la media de los animales de 
cada grupo ± SD para cada tiempo de muestreo. Las flechas indican el momento 
en que todos los animales recibieron las vacunaciones. La línea punteada 
horizontal representa la EPP 75% para VFA O1/CAMPOS. (#)Diferencias 
significativas (p<0.05) del grupo 2A con respecto a la curva de extinción teórica ; 
(*) diferencias significativas (p<0.05) del grupo 2B con respecto al grupo 2A. 
(ANOVA/Bonferroni). 
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Figura 2.2. Número de animales con títulos de Ac totales por FL-ELISA inferiores 
o superiores a la EPP75% para VFA O1/CAMPOS a los distintos tiempos del 
ensayo en ambos grupos. (↓) Vacunación. 
 
Figura 2.3.Títulos de Ac totales contra VFA O1/CAMPOS (FL-ELISA) del grupo 2A. Se 
diferencian los animales que respondieron positivamente a la revacunación (2A booster +) 
de aquellos que no (2A booster -). Panel (A) Cinética de Ac para ambos grupos de 
animales, panel (B) títulos individuales obtenidos a 0 (primovacunación) y 35 DPV 
(revacunación) para ambos grupos de animales (se señala la media en cada caso). (↓) 
Vacunación. (*) Diferencias significativas (p<0.05 Mann Whitney)  
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3.2 Determinación de anticuerpos con capacidad neutralizante de 
VFA O1/CAMPOS 
Los sueros previamente analizados por ELISA fueron seguidamente estudiados en 
ensayos de seroneutralización con el virus O1/CAMPOS. La figura 2.4 muestra 
que la cinética de los títulos de anticuerpos neutralizantes (AcN) del grupo 2A 
declinó independientemente de la aplicación de las 2 dosis de vacuna anti-aftosa 
(flechas negras), siguiendo una curva que no se desvía de la esperada si los 
animales no hubieran recibido vacunación (curva de extinción teórica). 
Contrariamente, los animales del grupo 2B incrementaron los títulos 
seroneutralizantes luego de cada inmunización. A los 21 días luego de la 
primovacunación, 9 de los 12 terneros del grupo 2B sobrepasaron el nivel 
EPP75% para la SNV de O1/CAMPOS (1.66), mientras que el total de los 
animales sobrepasó este valor 20 días después de la revacunación (Fig. 2.5). A 
partir de los 55 DPV y hasta el final del experimento, los títulos de AcN del grupo B 
superan significativamente a los del grupo A (p<0.05). 
Analizando detalladamente a los animales re categorizados como 2A Booster + (4 
animales del grupo 2A que incrementaron su título de FL-ELISA luego de la 
revacunación), resulta evidente que los títulos promedio de SNV son 
significativamente menores a los del grupo 2A booster –, tanto el día de la primera 
(p=0.029) como de la segunda vacunación (p=0.017) (Mann-Whitney) (Fig. 2.6b). 
Además, los títulos de SNV a 0 y 35 DPV del grupo 2A booster + fueron diferentes 
entre sí (p=0.036). Los animales 2A booster + también presentaron una respuesta 
positiva a la segunda dosis vacunal, aunque nunca lograron sobrepasar 
significativamente los títulos de SNV de 2A booster - (Fig. 6a). Luego de este 
incremento, los títulos de este grupo decaen en forma paralela a los de los 
terneros del grupo 2A booster -. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4. Cinética de los títulos de AcN medidos por SNV contra VFA 
O1/CAMPOS para los animales de los grupos 2A (con AcC) y 2B (sin AcC). Los 
puntos indican las medias de los títulos hallados para cada grupo en cada uno de 
los tiempos analizados ± SEM. Las flechas marcan el día de la vacunación. 
(*)Diferencias significativas entre títulos del grupo 2A y 2B. (ANOVA/Bonferroni). 
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Figura 2.5. Número de animales con títulos de AcN para VFA O1/CAMPOS 
superiores o inferiores a la EPP75% en función del tiempo. (↓) Vacunación.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.6.Títulos de AcN contra VFA O1/CAMPOS del grupo 2A (con AcC). Se 
diferencian los animales que respondieron positivamente a la revacunación (2A 
booster +) de aquellos que no (2A booster -). Panel A, cinética de AcN en función 
del tiempo; panel B, títulos individuales obtenidos a 0 DPV y 35 DPV 
(revacunación) en cada caso se señala la media. (↓) Vacunación. (*) Diferencias 
significativas (p<0.05) (Mann-Whitney) 
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3.3 Determinación de isotipos de inmunoglobulinas contra VFA 
O1/CAMPOS. 
Luego de la primera vacunación, no se detectaron diferencias con respecto a las 
curvas de extinción estimadas para IgG1 e IgG2 en el grupo 2A. Sin embargo, se 
observó un incremento en los títulos de ambos isotipos luego de la segunda dosis 
(Fig. 2.7). Los anticuerpos IgG1 alcanzaron niveles superiores a lo esperado 
(extinción teórica) a los 55 y 120 días, mientras que los IgG2 se comportaron 
diferente a lo esperado por la caída de AcC sólo al día 120 (p<0.05 , Figs. 2.7 a y 
b, respectivamente). 
Por su parte, los animales del grupo 2B respondieron positivamente a ambas 
vacunaciones, generando un incremento de ambos isotipos luego de cada dosis. 
La curva de IgG2 mostró cierto retraso con respeto a la de IgG1 luego de la 
primovacunación, pero luego de la segunda dosis se observó un aumento de 
aproximadamente 10 veces en el título de IgG2 en al menos 20 días (fig. 2.7a). El 
título máximo registrado para ambos isotipos durante el transcurso del 
experimento fue a los 55 DPV. Mientras que los títulos de IgG1 muestran una 
caída hacia el día 120, los títulos de IgG2 se mantuvieron estables al menos hasta 
el día 120. Los niveles de anticuerpos detectados luego de la segunda dosis 
fueron diferentes entre el grupo 2A y el 2B al día 55 (P<0.05) para ambos isotipos 
y al día 120 (P<0.05) para IgG2 (ANOVA/Bonferroni) (Fig. 2.7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.7. Comparación de los títulos hallados para IgG1 (A) e IgG2 (B) a 
diferentes tiempos en ambos grupos de animales, 2A (AcC+) y 2B (AcC-). Los 
puntos representan la media de los animales de cada grupo ± SEM para cada 
tiempo de muestreo. (*) Diferencias significativas del grupo 2A con respecto a la 
curva de extinción teórica (p<0.05); (#) diferencias significativas del grupo 2B con 
respecto a la curva de extinción teórica (p<0.05); (*) en gris, diferencias 
significativas entre el grupo 2A y el 2B. (ANOVA/Bonferroni). 
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Figura 2.8. Cinética de los títulos de IgG1 e IgG2 para los animales del grupo 2A, 
clasificados según su respuesta a la revacunación. 
 
Los títulos de IgG1 e IgG2 en los días en que aplicó cada dosis de vacuna (0 y 35 
DPV) fueron analizados por separado para los animales del grupo 2A (Fig. 2.8) 
según el reagrupamiento propuesto en base a los resultados obtenidos en FL-
ELISA (2A booster + y 2A booster -). Nuevamente, pudo observarse que, aunque 
las medias de ambos grupos no resultaron diferentes para estos isotipos, los 
animales del grupo 2A booster + mostraron títulos más bajos al momento de las 
vacunaciones y respondieron a la segunda dosis con un aumento del título para 
ambos isotipos (Fig. 2.9). Estos animales fueron los responsables de elevar el 
promedio de títulos para IgG2 al día 120 por sobre la curva de caída esperada en 
el grupo 2A (Fig.2.8). Dos de los 4 animales del grupo 2A booster + mostraron una 
respuesta de IgG1 incluso con la primera vacunación (Fig. 2.10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.9. Títulos individuales obtenidos a los 0 DPV y 35 DPV (revacunación) en 
animales 2A booster + y booster - para los isotipos IgG1 (A) e IgG2 (B) (se señala la 
media en cada caso). 
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Figura 2.10 Curvas individuales de títulos de IgG1 por ELISA para VFA O1/CAMPOS de 
los animales del grupo 2A booster +. (↓) Vacunación. 
 
Los resultados para el isotipo IgM se muestran en la figura 2.11. Puede 
observarse una respuesta diferente para ambos grupos de animales. En el grupo 
2A, no se evidenciaron títulos de IgM que superaran significativamente el límite de 
detección del ensayo. Por su parte, el grupo 2B presentó una respuesta 
significativamente superior a la medida en el grupo 2A a los días 55 y 120 DPV, 
luego de la segunda dosis de vacuna (p<0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.11. Resultado del ELISA de detección de IgM anti-VFA O1/CAMPOS en 
terneros con (2A) o sin AcC (2B) al momento de la primovacunación. Los puntos 
representan la media de los animales de cada grupo ± SEM para cada tiempo de 
muestreo. * (P<0,05; ANOVA/Bonferroni)  
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3.4 Avidez de los anticuerpos para VFA O1/CAMPOS. 
 
La avidez con que los anticuerpos reconocen al VFA O1/CAMPOS fue 
determinada mediante un ELISA de avidez que utiliza Urea como agente 
caotrópico para desestabilizar las uniones más débiles de los Ac con el virus [143]. 
Los resultados obtenidos para ambos grupos de animales se muestran en la figura 
2.12. 
La mayoría de los sueros del grupo 2B tenían bajos niveles de Ac específicos, lo 
que se reflejó en una señal de ELISA por debajo del umbral admitido para calcular 
el AI (Índice de Avidez) (ODsin Urea<0,5) y por ello las medias de AI para los tiempos 
0 y 7 DPV no pudieron calcularse. Los títulos de Ac de este grupo alcanzaron los 
niveles necesarios para poder calcular el AI hacia el día 21, cuando mostraron un 
AI promedio de 25%. A partir de este punto, el AI del grupo 2B subió hasta el día 
35 (58%) para mantenerse constante luego de la segunda vacunación.  
Para el grupo 2A, los anticuerpos calostrales comenzaron a bajar en su avidez 
hasta llegar a un mínimo el día 35, momento en el cual recibieron la segunda dosis 
de vacuna. A partir de este día, la avidez de los anticuerpos se elevó y permaneció 
por encima del 50% hasta el final del experimento. 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.12. Índices de avidez (AI%) promedio para los animales de los grupos 
2A y 2B. Las barras de error indican el SEM. (↓) Vacunación. 
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DISCUSIÓN  
 
Los resultados obtenidos en esta segunda etapa del trabajo muestran 
nuevamente que existe interacción entre los anticuerpos de origen materno y la 
inducción de respuestas por la vacunación anti-aftosa en terneros. Esta 
interacción sin embargo, es más o menos evidente dependiendo del parámetro 
serológico estudiado. 
Luego de la primovacunación, tanto los títulos de AcT como de AcN 
aumentaron rápidamente en el grupo 2B (sin AcC detectables), alcanzando ya a 
los 21 DPV títulos promedio de 2,5 y 1,7, equivalentes al 90% y al 78% de EPP 
para FL-ELISA y SNV, respectivamente [152,154,158]. La avidez de los Ac de 
estos animales pudo ser evaluada a partir de los 21 DPV, mostrando un aumento 
en el AI hasta los 35 DPV. Por su parte, los animales vacunados en presencia de 
AcC (grupo 2A) no mostraron ninguna evidencia que sugiera el desarrollo de una 
respuesta humoral luego de la primovacunación. Los Ac titulados por SNV o FL-
ELISA mostraron una cinética decreciente según lo esperado para su vida media 
(Fig. 2.1 y 2.4) y no se registró un aumento en la avidez de los Ac debido a la 
vacunación (Fig. 2.11 y 2.12). 
En relación a los perfiles isotípicos, el grupo 2B (AcC-) mostró un 
incremento moderado de los títulos de IgM a los 7 DPV luego de la 
primovacunación, seguido por IgG1. Hacia los 21 DPV, los niveles de IgM cayeron 
y el isotipo predominante fue IgG1 seguido por IgG2. Este perfil, junto con la 
información de la avidez de los sueros, es compatible con una respuesta primaria 
y es comparable al observado en los animales del grupo D de la primera 
experiencia (Capítulo 1 Fig. 1.8), aunque no hayan sido muestreados a los mismos 
tiempos post-vacunación. Por el contrario, y en coincidencia con una posible falta 
de respuesta a la inmunización, los animales del grupo 2A (con AcC) no 
registraron inducción de IgM luego de la vacunación y tampoco se observaron 
cambios en los títulos de IgG1 e IgG2 específicos para VFA. Ambos isotipos 
mostraron un descenso casi idéntico al decaimiento teórico hasta los 35 DPV (Fig. 
2.7). Estos resultados coincidieron con los obtenidos hasta los 56 DPV en el grupo 
experimental B de la experiencia previa (capítulo 1 Fig. 1.2B 1.3B y 1.5). 
La revacunación a los 35 DPV de los animales del grupo 2B (sin AcC), 
indujo un aumento tanto de los títulos de AcT como de AcN. Coincidentemente 
con estos resultados y con la bibliografía previa [143], los índices de avidez de 
estos Ac post-revacunación mostraron un incremento abrupto, estadísticamente 
significativo, en relación a los tiempos anteriores. De hecho, el título promedio de 
AcN a los 55 DPV resulto ser 10 veces superior al correspondiente al día de la 
revacunación (35 DPV) para este grupo (Figs. 2.1 y 2.4). Esto significó además, 
que todos los animales tuvieran títulos superiores a la EPP75% por SNV en ese 
tiempo experimental (Fig. 2.5). Los títulos de los isotipos IgG1, IgG2 e IgM anti 
VFA-O1/Campos también aumentaron luego de la revacunación (Figs. 2.7 y 2.11). 
La cinética posterior a la revacunación, no obstante, fue diferente según el isotipo: 
mientras que los títulos de IgG1 decayeron hacia el día 120 post-vacunación en 
forma similar a los títulos de SNV, los títulos de IgG2 e IgM se mantuvieron 
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constantes o en aumento, en congruencia con los títulos hallados por FL-ELISA 
(Figs. 2.7 y 2.11). Hamblin y col. obtuvieron resultados similares al comparar los 
niveles de Ac totales y neutralizantes luego de la revacunación de ovinos, pero no 
profundizaron en dicha observación [159].  
La respuesta a la revacunación en el grupo 2A (con AcC) fue de menor 
magnitud a la observada en el grupo 2B. Interesantemente, a pesar de que las 
medias de títulos de Ac totales, AcN, IgG1, IgG2 e IgM fueran estadísticamente 
comparables para ambos grupos al momento de la revacunación (35 DPV), los 
valores promedio a los 55 DPV en todas las pruebas serológicas mencionadas 
fueron significativamente menores respecto al grupo 2B. La única evidencia de 
una respuesta a la revacunación en estos animales pudo encontrarse en los títulos 
de Ac totales, IgG1 e IgG2 a los 120 DPV (85 días post-revacunación). En ese 
momento, estos valores promedio fueron significativamente superiores a los 
estimados según la vida media de los AcC (Figs. 2.1, 2.7 y 2.11). Sin embargo, es 
importante notar que estas diferencias no fueron observadas para los  títulos de 
AcN (Fig. 2.4). Estos resultados son asimilables a los obtenidos por otros autores 
al medir AcN luego de la revacunación presencia de AcC, incluso cuando existen 
diferencias en los protocolos de inmunización empleados [130,131]. Shankar y col. 
en cambio, describen un incremento luego de la revacunación en un experimento 
de características similares, aunque comenta una amplia variabilidad individual en 
los títulos iniciales y en la respuesta observada, y utiliza una técnica de SNV 
diferente (índice neutralizante)[129]. 
Lamentablemente, Spath y col. no revacunaron a los terneros con AcC 
altos, y por lo tanto no tenemos evidencia previa de esta respuesta medida por FL-
ELISA [132]. En conjunto, estos resultados parecerían indicar que en el grupo 2A 
existe una respuesta humoral a la segunda dosis de vacuna, pero que es de 
menor magnitud y capacidad neutralizante respecto a la registrada para el grupo 
2B. 
Un análisis más detallado de la respuesta humoral del grupo 2A, permitió 
individualizar 4 animales cuyos títulos de Ac totales post-revacunación fueron más 
elevados que el resto, generando un incremento en el título medio grupal por 
sobre el valor esperado por la caída de AcC. Si bien todos los animales del grupo 
2A presentaban títulos de FL-ELISA comparables en los tiempos anteriores a la 
revacunación, estos 4 animales (2A booster +) desarrollaron títulos de Ac totales 
superiores al resto luego de la segunda vacunación (Fig. 2.6). Este subgrupo de 
animales, mostró, tanto a los 0 como a los 35 DPV, títulos medios de Ac totales, 
IgG1 e IgG2 menores que los restantes individuos (2A booster –), aunque las 
diferencias no resultaron estadísticamente significativas (Figs. 2.3B y 2.9).  
Sin embargo, se observaron diferencias estadísticamente significativas 
entre los grupos 2A booster + y 2A booster – en los títulos de AcN, tanto el día de 
la primovacunación (0 DPV) como al de la revacunación (35 DPV; Fig. 2.6B). 
Estos resultados son coincidentes con los discutidos anteriormente (párrafo 
anterior y Fig. 2.4), cuando se comparó la inducción de AcN en los grupos 2B (sin 
AcC) y 2A (con AcC). Dado que dichas diferencias fueron encontradas en ambos 
tiempos, una opción es que la primovacunación de estos animales con AcN más 
bajos haya inducido una respuesta (aunque imperceptible mediante la 
metodología empleada), que luego fuera amplificada por el refuerzo. Otra 
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posibilidad es que sólo la segunda dosis, aplicada en presencia de niveles de AcN 
más bajos, haya sido la responsable de generar la respuesta observada. 
Adicionalmente, en la figura 2.8 puede observarse que en los animales 2A booster 
+ existe un incremento en los títulos de IgG1 luego de la revacunación que es 
coincidente en tiempo y magnitud con la respuesta de AcN (Fig. 2.6A).  
Los resultados de esta sección demuestran que en terneros mayores a 5 
meses, en ausencia de AcC, la vacuna es capaz de generar una respuesta que 
supera los límites establecidos por la autoridad sanitaria argentina luego de 21 
DPV para ambas técnicas serológicas. Estas observaciones concuerdan con la 
bibliografía aun con vacunas de diferente formulación [129,131,132,159,160,161]. 
Observamos sin embargo, que también a ese tiempo post-vacunación, mientras 
que todos los terneros superaron individualmente la EPP75% por FL-ELISA (Fig. 
2.2), sólo 9 de los 12 animales presentaron títulos medidos por SNV superiores a 
1,6 (Fig. 2.5), indicando nuevamente cierto grado de divergencia en la información 
obtenida mediante ambas técnicas. Hamblin y cols. también advirtieron estas 
diferencias, especialmente cuando las vacunas utilizadas son polivalentes [159]. 
Esta información es importante a la hora de valorar la inmunidad protectiva 
inducida por la vacunación, especialmente considerando los reportes previos de 
Robiolo y cols. que demostraron que los títulos de SNV contra A24/Cruzeiro 
correlacionaban más ajustadamente con los resultados de la prueba de protección 
in vivo (PPG) que la técnica de FL-ELISA [30].  
En conjunto, nuestras observaciones demuestran que existe una 
interferencia de los anticuerpos calostrales preexistentes tanto sobre la 
vacunación como sobre la revacunación con las vacunas anti-aftosa polivalentes 
comerciales actuales. Los resultados reflejados en las figuras 2.4 (grupo 2A vs 
grupo 2B) y 2.6 (2A booster + vs 2A booster –) parecerían indicar que esta 
interferencia parece ajustarse mejor a la presencia de AcN de origen calostral. 
Consecuentemente, la aplicación de un esquema de vacunación-revacunación 
(espaciado en un mes) en terneros con altos niveles de AcC, impide la caída de 
los títulos de FL-ELISA pero no los de SNV. En los programas de relevamiento 
serológico estos animales presentarían títulos de FL-ELISA correspondientes a 
una EPP>75%, pero las diferencias con los valores observados por SNV 
ameritarían profundizar el ajuste de las distintas técnicas serológicas (soportado 
con ensayos de desafío) para este grupo etario.  
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CAPITULO 3 
 
DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN  
DE IFN- PARA EVALUAR LA 
RESPUESTA INMUNE CELULAR 
CONTRA VFA. 
 
1 OBJETIVOS 
 
Estandarizar un ensayo que permita la estimulación y detección de IFN- en 
respuesta a viriones inactivados de VFA 
 
Evaluar la utilidad de la aplicación de este ensayo como indicador de la respuesta 
inmune celular contra VFA antes y después de la vacunación en terneros. 
 
2 MATERIALES Y MÉTODOS  
2.1 Optimización metodológica 
2.1.1 Animales utilizados 
Para la optimización del ensayo de determinación de IFN- por ELISA se utilizaron 
2 categorías de animales: terneros que no hubieran recibido ninguna vacunación 
anti-aftosa y animales con una o más vacunaciones en las campañas de 
vacunación obligatoria. Estos animales provenían del campo experimental del 
CICVyA-INTA. La población de bovinos está compuesta por aproximadamente 70 
individuos de diferentes edades y razas (principalmente Hereford y Aberdeen 
Angus). Es un rodeo mixto compuesto en su mayoría por hembras en edad 
reproductiva y terneros producto de la cría. Los animales se encuentran en 
condiciones de cría semi-intensiva y su alimentación se basa en pastoreo de 
campo natural o verdeos y suplementación con rollos de alfalfa en corrales. El 
detalle de los animales utilizados puede verse en la tabla 3.1 
 
2.1.2 Optimización de parámetros necesarios para las 
determinaciones 
Los lineamientos generales de la metodología están basados en las 
recomendaciones vigentes para la realización de un ELISA comercial utilizado 
internacionalmente como herramienta diagnóstica de animales infectados con 
Mycobacterium bovis (BOVIGAM ®, Prionics) [162,163]. Brevemente, este ensayo 
se fundamenta en la re-activación ex vivo de la respuesta de memoria de linfocitos 
productores de IFN- y se realiza incubando sangre entera de bovinos con   
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Tabla 3.1. Animales utilizados para la estandarización del ensayo de estimulación 
de sangre entera seguido de ELISA para la cuantificación de IFN-específico 
contra VFA 
 
derivados proteicos purificados de M. bovis  (PPDB) y M. avium (PPDA). Luego, el 
plasma estimulado resultante se evalúa en un ELISA que, mediante el uso de 
anticuerpos monoclonales, detecta la presencia de IFN-. Aquellos animales en los 
que se detectan niveles de IFN- significativamente mayores en la sangre 
estimulada con PPDB con respecto a PPDA o un control negativo, son 
considerados positivos. 
Para la utilización de este ELISA en el modelo de fiebre aftosa, los antígenos 
utilizados para la estimulación ex vivo de la sangre fueron reemplazados por VFA 
inactivado y purificado por gradiente de sacarosa (partículas 140S). Como prueba 
de concepto inicial del funcionamiento del sistema, se utilizó VFA O1/Campos 
como antígeno y sangre heparinizada de 10 bovinos alojados en el campo 
experimental de CICVyA de INTA. Dos animales (43 y 44) fueron terneros de 1 
mes de edad que aun no habían recibido ninguna vacuna para VFA, 4 animales 
eran menores de un año (30, 32, 33 y 34) y habían recibido una única vacunación 
para VFA 24 días previos al muestreo, y 4 animales eran mayores de 2 años y 
habían recibido al menos 3 dosis de vacuna anti-aftosa (3, 10, 603 y 605), 
habiéndose aplicado la última dosis en la misma fecha.  
Tomando como modelos los protocolos de estimulación propuestos por otros 
autores [81,163,164,165,166,167], se incubaron 750 μl de sangre de cada unos de 
los animales con 50 μl de los antígenos en placas de cultivo de 24 pocillos. Todos 
los antígenos fueron diluidos en PBS para llevarlos a una concentración 16 veces 
mayor a la concentración final utilizada en el ensayo. Como un control positivo de 
la estimulación se utilizó Pokeweed Mitogen (PWM) a una concentración final de 
10 μg/ml. Como antígenos virales se utilizaron 3 cantidades de VFA O1/Campos 
(concentraciones finales=10, 5 y 2,5 μg/ml) y como control de la producción basal 
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de INF- de cada animal, las distintas muestras de sangre se incubaron con 50 μl 
de PBS. El ensayo fue realizado por triplicado para probar 3 tiempos distintos de 
incubación (24, 48, y 72 hs) a 37°C con atmósfera de 5 % de CO2. Una vez 
cumplido el tiempo de incubación correspondiente, los placas se centrifugaron a 
1500xG durante 10 minutos para separar el plasma de la fracción celular y se 
colectaron ~200 μl de plasma estimulado de cada pocillo. Estas muestras fueron 
dispuestas en placas de 96 pocillos y almacenadas a 4°C o -20ºC hasta la 
evaluación utilizando Bovigam® ELISA, siguiendo las indicaciones del fabricante. 
2.1.3 Curva patrón de cantidades conocidas de IFN-  bovino. 
Para estimar las cantidades de IFN- producido en cada estimulación y así 
establecer si los resultados obtenidos coincidían con los publicados en la 
literatura, se utilizaron cantidades conocidas de IFN- bovino recombinante (AbD 
Serotec) [164,166,167]. Para cada ELISA se confeccionó una curva conteniendo 
entre 195 y 25.000 pg/ml de IFN- bovino recombinante. Estas curvas fueron 
analizadas por ELISA, simultáneamente con los plasmas provenientes de la 
sangre estimulada, cuando se requiriera la cuantificación de esta citoquina.  
2.1.4 Establecimiento de valores de aceptación y rechazo de 
animales para la prueba ELISA de IFN- . 
Los niveles de IFN- obtenidos a partir de la estimulación de sangre entera pueden 
ser extremadamente variables [166], por lo tanto fue necesario incluir un criterio de 
aceptación aplicable a cada animal de manera de poder certificar que la respuesta 
obtenida del plasma estimulado con antígenos de VFA era válida. 
Durante el transcurso de esta tesis, se recolectaron datos de valores de IFN- 
obtenidos por ELISA como resultado de la estimulación con PWM o PBS de 308 
bovinos en buen estado clínico de salud, de diferentes razas y con distinto estatus 
vacunales para VFA, tal como se detalla en la tabla 3.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3.2. Bovinos utilizados para establecer parámetros poblacionales de 
exclusión/aceptación del ensayo. Las vacunas tetravalentes están compuestas por las 
cepas O1/Campos, A24/Cruzeiro, A/Arg/2001 y C3/Indaial.   
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2.1.5 Análisis de la especificidad de las reacciones en animales 
adultos no vacunados. 
Para evaluar si los antígenos virales de diferentes serotipos eran capaces de 
estimular la producción de IFN- en animales no vacunados, se tomaron muestras 
63 bovinos (peso mayor a 250 kg) no vacunados alojados en el campo 
experimental de SENASA en Colonia 25 de mayo, La Pampa. Este 
establecimiento está ubicado en la frontera entre la zona libre sin vacunación y 
libre con vacunación. Como la sangre debe estimularse dentro de las 8 hs de 
extraída, se trasportaron los diferentes antígenos purificados e inactivados en hielo 
seco hasta el laboratorio ubicado dentro de dicho establecimiento, donde fueron 
diluidos a su concentración de uso e incubados con la sangre de los animales. 
Todas las muestras fueron estimuladas con 4 cepas vacunales de VFA, 
O1/Campos, A24/Cruzeiro, A/Arg/01 y C3/Indaial (10 g/mL) y los respectivos 
controles. Luego, los plasmas resultantes fueron procesados como se describiera 
anteriormente.  
2.2 Pruebas en Terneros 
2.2.1 Terneros calostrados naturalmente sin vacunación  
Los animales 43, 44, 45, 46 y 47 nacidos en el campo experimental del CICVyA- 
INTA inmediatamente luego de la campaña de vacunación anti-aftosa oficial, 
fueron sangrados en 4 oportunidades durante un periodo de 160 días para evaluar 
las respuestas de IFN- como resultado de la estimulación con antígeno viral 
inactivado de VFA O1/Campos en animales no vacunados (Tabla 3.1). Estos 
terneros eran medio hermanos entre sí, ya que sus madres fueron servidas por el 
mismo toro. Un ternero adicional (nro. 50), incluido en la Tabla 3.1, murió antes de 
los 2 meses y quedó por ello excluido de este grupo. Los animales nacieron y se 
mantuvieron en condiciones de campo durante todo el experimento, por lo que 
calostraron naturalmente de sus madres. En el momento del primer muestreo, los 
animales tenían 26±7 días de vida y fueron luego sangrados a los días 61, 120 y 
170. Estos animales fueron posteriormente vacunados a los 185 días de vida 
como parte de la campaña de vacunación, y fueron sangrados a los 4 y 50 DPV.  
2.2.2 Terneros calostrados naturalmente con vacunación  
Ocho terneros pertenecientes al campo experimental del CICVyA de INTA de una 
edad promedio de 48 ± 19 días fueron utilizados en este estudio. Como en caso 
anterior, todos los terneros eran medio hermanos y calostraron naturalmente de 
sus madres. El día del inicio del ensayo, los animales fueron inmunizados con una 
vacuna anti-aftosa oleosa tetravalente (Biogénesis-Bagó) y revacunados a los 32 
días. Se tomaron muestras de sangre sin anticoagulante para la determinación de 
anticuerpos en suero por FL-ELISA en los días 0, 5, 7, 12, 16, 21, 32 y 41, y 
sangre heparinizada para la detección de IFN- en los días 0, 15, 32 y 41. Los 
animales se mantuvieron en condiciones de campo durante todo el experimento. 
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2.3 Análisis estadístico 
 
Los datos obtenidos fueron analizados mediante el test de Kruskal-Wallis (no 
paramétrico) junto con la prueba de comparaciones múltiples de Dunn en el caso 
de requerir un análisis multifactorial, o mediante Mann-Whitney de dos colas para 
comparación de 2 factores. En todos los casos se estableció un intervalo de 
confianza del 95%. 
Se construyeron curvas ROC (sigla en inglés para “Receiver Operator 
Characteristic curves”) con las concentraciones de IFN- obtenidas de la 
estimulación de sangre entera de 308 bovinos con PWM y PBS. El área bajo la 
curva fue considerada para evaluar la significancia estadística. La sensibilidad y 
especificidad se determinó según el valor de corte óptimo en las curvas ROC.  
El análisis de los datos se realizó en la mayoría de los casos utilizando los valores 
de OD resultante del ELISA para evitar agregar el error producto de la estimación 
de las concentraciones de IFN-. De todos modos, las concentraciones de INF- 
fueron calculadas en base a una curva de calibración estimada para todos los 
ensayos. En los casos en los que, a fines comparativos, se hace referencia a la 
concentración de IFN- la misma fue determinada utilizando una curva de 
calibración propia para cada ensayo. 
4 RESULTADOS 
4.1 Condiciones de estimulación de sangre entera con VFA para la 
determinación de IFN- 
 
Optimización de parámetros de estimulación de sangre entera utilizados 
para la determinación de IFN- por ELISA utilizando VFA. 
 
Las condiciones de estimulación de la sangre de bovinos se establecieron con 
diferentes cantidades de antígeno viral (VFA O1/Campos inactivado y purificado) y 
distintos tiempos de incubación, utilizando los animales descritos en la tabla 3.1. 
En todos los ensayos se incluyeron muestras incubadas con PWM y PBS, como 
controles positivo y negativo, respectivamente. Para verificar que los animales 
incluidos en este grupo estuvieran inmunizados activa o pasivamente contra el 
VFA, los niveles de Ac totales contra la cepa O1/Campos fueron medidos por la 
técnica de FL-ELISA. Como puede observarse en la tabla 3.3, todos los animales 
presentaron niveles por encima de la EPP75% para este virus (título FL-ELISA 
>2,1), ya sea por haberlos adquirido en forma pasiva (terneros 43, 44, 45, 46, 47 y 
50) o como resultado de la vacunación. Los animales 30, 32, 33 y 34 presentan 
títulos menores que el resto como consecuencia de haber recibido una única 
vacunación. 
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Tabla 3.3. Título de anticuerpos totales contra VFA O1/Campos medidos por FL-ELISA 
para los animales usados para la determinación de condiciones óptimas para el ELISA de 
IFN-. Los resultados se expresan en Log10. 
 
Todos los animales reaccionaron positivamente a la estimulación con PWM en 
cualquiera de los tiempos de incubación fijados (Fig. 3.1). De la misma manera, en 
la mayoría de las situaciones analizadas no se detectaron cantidades significativas 
de IFN- al estimular la sangre de los animales con PBS, salvo en el animal 32 a 
las 72 hs de incubación. La mayoría de los animales respondieron positivamente a 
la estimulación con partículas de VFA, incluso aquellos sin vacunación previa al 
ensayo, indicando que los animales inmunizados pasivamente poseen células 
inmunes de memoria (Fig. 3.1A). Los animales 3 y 10, no produjeron cantidades 
detectables de IFN- en ninguna de las condiciones de estimulación con VFA 
purificado a pesar de estar inmunizados en repetidas oportunidades (Fig. 3.1C). 
La producción de IFN- ante la estimulación con VFA fue dosis-dependiente, 
registrándose una mejor respuesta al utilizar 10 µg/ml como concentración final de 
este antígeno. Con todos los antígenos, incluyendo PWM, se observa una 
disminución parcial en la cantidad de IFN- detectada en función del tiempo de 
incubación para la mayoría de los animales, aunque dichas diferencias no 
modifican la lectura final del ensayo. 
Ensayos previos utilizando otros animales demostraron que no existen diferencias 
en utilizar 20 ó 10 µg/ml de VFA y que la utilización de EDTA o citrato como 
anticoagulantes no permiten una estimulación adecuada para la detección de esta 
citoquina (resultados no presentados).  
De esta forma, quedaron determinados los parámetros a utilizar en el ensayo, 
estableciéndose la utilización de 10 g/ml de VFA y 24 hs de incubación como 
condiciones óptimas de estimulación. 
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Figura 3.1. Resultado de la estimulación a diferentes tiempos (24, 48 y 72 hs) de sangre 
de bovinos no vacunados (A), vacunados con 1 dosis (B), o con varias dosis (C) de 
vacuna comercial anti-aftosa, usando diferentes cantidades de VFA O1/Campos 
inactivado y purificado, y con los respectivos controles positivo (PWM) y negativo (PBS). 
Los números identificatorios de cada animal se indican debajo de cada grupo de datos.  
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Los teneros 43, 44, 45, 46, 47 y 50, que aun no habían recibido vacunación anti-
aftosa, mostraron la capacidad de generar esta IFN- ante la estimulación con 
VFA. A fin de comprobar si esto ocurrió a causa de a una activación específica 
producto de cualquier antígeno, se agregó como control de estimulación OVA a 50 
g/ml (Fig. 3.2), una concentración 5 veces mayor que la utilizada para el VFA. 
Los resultados demuestran que la respuesta de IFN- observada es específica 
contra el VFA, y no producto de un estado general de estimulación, ya que los 
terneros no responden a la estimulación con OVA.  
Los resultados que se muestran en la Fig. 3.2 confirman que los animales 3 y 10 
no generan cantidades detectables de IFN- al contacto con el antígeno de VFA, a 
pesar de haber recibido inmunizaciones previas. El resto de los animales 
mostraron respuestas cualitativamente similares al ensayo anterior, aunque 
cuantitativamente se observaran diferencias (Fig. 3.1 y 3.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Resultados del ELISA para IFN- como resultado de la aplicación de las 
condiciones óptimas de estimulación establecidas en grupos de animales con diferente 
estatus vacunal y previamente evaluados por esta metodología. 
 
4.2 Consideraciones generales del uso del protocolo de 
estimulación para la determinación de IFN-  por ELISA 
4.2.1 Valores de aceptación y rechazo para el ELISA de IFN- . 
Como fuera descrito en la sección anterior, es necesario establecer si las células 
presentes en la muestra de sangre de los animales a evaluar se encuentran 
viables y metabólicamente activas, o sea en condiciones de ser estimuladas 
correctamente. Utilizando 308 muestras provenientes de animales con o sin 
vacunación, se analizaron los datos resultantes de la estimulación con PWM o en 
ausencia de antígeno (PBS) (Tabla 3.4). En todos los ensayos además se 
utilizaron curvas de calibración (195 a 25.000 pg/ml de IFN-) para establecer las 
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concentraciones detectadas y poder compararlas con reportes previos de otras 
poblaciones bovinas [164,166,167]. 
Considerando los resultados obtenidos en la tabla 3.4 del resultado de la 
estimulación de la sangre de 308 animales con los respectivos controles, se 
realizo un análisis de curva ROC. Este permitió establecer el valor mínimo de IFN-
 necesario para considerar que las células sanguíneas se encuentran funcionales 
así como el valor máximo aceptable para las muestras sin estimulación, de 
manera de excluir respuestas no específicas (Fig. 3.3).  
Los límites para evaluar la funcionalidad fueron fijados en 3200 pg/ml de IFN-
equivalente a 0,45 OD 450nm) y los límites aceptados para las muestras sin 
estimulación específica se fijaron en 1.450 pg/ml (0,3 OD450nm). Bajo estas 
condiciones, el ensayo de estimulación/detección de IFN- alcanza una 
sensibilidad de 98,7% y una especificidad de 97,9 %. Estos resultados coinciden 
con lo reportado por otros autores [164,166]  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3.4. Resultados obtenidos luego de la estimulación de sangre de diferentes 
animales con PWM o PBS. DPV= Días post- vacunación. SD= Desvío estándar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3. Resultados de la curva ROC aplicada a las determinaciones obtenidas de la 
estimulación de 308 bovinos con PWM y PBS. 
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4.2.2 Precisión intermedia del ensayo de ELISA  
La técnica de ELISA para detección de IFN-γ (Bovigam®) fue evaluada en cuanto 
a su comportamiento, considerando los resultados obtenidos durante un periodo 
de 24 meses, para su propio control positivo y para las curvas estándares 
utilizadas. Como puede observarse en la figura 3.4, los resultados obtenidos para 
el control positivo de Bovigam® en 14 ensayos realizados por el mismo operador 
en dicho periodo, mostraron muy baja variabilidad intra-ensayo (SD 
promedio=0,078, SD máximo=0,25) pero una amplia variabilidad inter-ensayo (SD 
inter-ensayos=0,547). A pesar de ello, todos los ensayos analizados fueron 
válidos, ya que el control positivo se encontró siempre por encima de los 
parámetros establecidos por el fabricante (OD 450nm > 0,7 y SD entre réplicas no 
mayor al 30%). 
Durante el mismo periodo de tiempo, los datos individuales incluidos en 13 curvas 
estándar de IFN- bovino recombinante fueron utilizados para realizar un análisis 
de regresión lineal (Fig. 3.5). La máxima variación entre los valores de las curvas 
fue del 47% y se encontró en el punto correspondiente a la mayor concentración 
de IFN- (25.000 pg/ml). La variación obtenida entre curvas es consistente con la 
variabilidad entre ensayos observada para el control positivo. Cabe señalar que 
esta curva demuestra la correlación promedio entre los valores del IFN- estándar 
y el ELISA Bovigam®, mientras que las concentraciones de IFN-particulares de 
cada placa fueron calculadas en base a la curva correspondiente a cada ensayo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4. Valores obtenidos para el control positivo en 14 ensayos de Bovigam®. Los 
puntos representan el valor promedio en cada ensayo con sus respectivos desvíos 
estándar (SD). La línea representa el promedio general del los controles. 
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Figura 3.5. Panel izquierdo: curva estándar promedio de la evaluación repetida 
de curvas de calibración basadas en la utilización de IFN- bovino recombinante 
(AbD Serotec) en cantidades conocidas. Panel derecho: resultados de la 
regresión lineal aplicada. 
4.3 Especificidad del ensayo evaluado en animales adultos no 
vacunados. 
Los resultados de las pruebas de estimulación utilizando sangre entera de bovinos 
adultos no vacunados de la zona libre sin vacunación se muestran la figura 3.6. El 
análisis de los datos demostró que las estimulaciones con los diferentes antígenos 
de VFA no presentaron diferencias significativas entre sí ni con respecto al control 
negativo (PBS) y que en todos los casos fueron significativamente diferentes 
(P<0,001) a la estimulación con PWM (Kruskal-Wallis/Dunn). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6. Resultados de ELISA para IFN- en sangre de bovinos adultos sin 
vacunación luego de la estimulación con diferentes antígenos de VFA y los 
respectivos controles. Las barras representan las medias ± SD de los valores 
obtenidos ara cada antígeno (n=63). (***) Diferencias significativas (p<0,001)  
(Kruskal-Wallis/Dunn) 
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4.4 Análisis de la respuesta de IFN-  en terneros no vacunados, 
naturalmente calostrados. 
Un grupo de terneros no vacunados, algunos de ellos utilizados para la puesta a 
punto de la estimulación de sangre periférica (Fig. 3.2), fueron seguidos en el 
tiempo para evaluar su capacidad de respuesta en presencia de VFA O1/Campos. 
En la figura 3.7 pueden observarse los resultados promedio (±SEM) de los 
ensayos con 5 terneros. Se hallaron diferencias significativas con respecto al PBS 
todos los tiempos de muestreo pre-vacunación y a los 50 días post-vacunación 
(p<0,05 Mann-Whitney). La capacidad de respuesta parecería disminuir al 
aumentar la edad del animal, pero se observa una subida abrupta en todos los 
animales luego de la vacunación. Sin embargo, esta respuesta, evidente a 50 
DPV, no fue detectable a los 4 DPV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7. Resultados de las mediciones de INFƔ luego de la estimulación de 
sangre proveniente de terneros calostrados naturalmente (n=5) desde los 26±7 
días de vida hasta su vacunación (↓) con VFA O1/Campos. Cada punto 
representa la media ± SEM de la estimulación de 5 terneros con VFA O1/Campos 
o los antígenos controles. (*) Diferencias significativas (p<0,05) entre O1/Campos 
y PBS (Mann-Whitney). 
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4.5 Análisis de la respuesta de IFN-  en terneros vacunados, 
naturalmente calostrados  
El estudio de la respuesta de IFN- en animales vacunados fue realizada con 8 
terneros nacidos de madres inmunizadas y que fueron vacunados a los 48±19 
días de vida y revacunados un mes después. Como puede observarse en la figura 
3.8, todos los animales demostraron tener niveles de anticuerpos totales contra 
VFA O1/Campos acordes a lo esperable para animales de esa edad 
correctamente calostrados (FL-ELISA). A pesar de la vacunación inicial, los 
anticuerpos de los animales mantuvieron una cinética decreciente que no se 
diferenció significativamente de lo esperado si los animales no hubieran recibido 
vacunación. Sólo a los 9 días posteriores a segunda vacunación (día 41 del 
ensayo) se observó una diferencia con respecto a los valores hipotéticos 
esperados contemplando una vida media de los anticuerpos de 17,1 días (p=0.02, 
Mann-Whitney). Estos resultados de cinética de la respuesta humoral luego de la 
vacunación y revacunación en animales con AcC son similares a los descritos en 
el capítulo anterior para el grupo 2A. 
Al inicio del experimento (0 DPV), la estimulación de la sangre de estos terneros 
mostró una respuesta de IFN- significativa solo para los antígenos VFA C3/Indaial 
(p=0.013) y A24/Cruzeiro (p=0.043) (Mann-Whitney) (Fig 3.9). Luego de la 
vacunación, las respuestas obtenidas para los 4 antígenos utilizados, fueron 
superiores al control PBS en todos los tiempos analizados (Fig.3.10) (Mann-
Whitney). En los tiempos posteriores a la primer vacunación, se hallaron valores 
superiores a los observados a los 0 DPV para las 4 valencias, pero luego de la 
revacunación solo pudo detectarse un aumento evidente para el serotipo 
O1/Campos (Fig. 3.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8. Cinética de anticuerpos totales en terneros calostrados (n=8) luego de 
dos vacunaciones (flechas). *Diferencias significativas con respecto a la curva de 
extinción teórica para anticuerpos totales medidos por FL-ELISA (p=0,02 Mann-
Whitney). 
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Figura 3.9. Determinación de IFN- en muestras sangre de terneros calostrados 
(edad 48±19 días) estimulados el día de la vacunación (0 DPV) con diferentes 
antígenos virales y medido por ELISA. Se muestran valores de OD individuales y 
la media (línea horizontal). (*)Diferencias significativas con respecto al control 
PBS (Mann-Whitney) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.10. Resultados de determinaciones de IFN- producido por la estimulación con 
diferentes antígenos de VFA utilizando sangre de terneros calostrados y vacunados en 
dos oportunidades (flechas). Los valores se expresan como la media ± SEM de 8 
animales para cada tiempo post-vacunación (DPV). (*) p<0,05 y (***) p<0,001, indican 
diferencias significativas en los valores promedio de OD entre el correspondiente antígeno 
viral y el control negativo (PBS) para el mismo DPV. (Mann-Whitney). 
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En las figuras 3.10 y 3.11, puede observarse que, aún con cinéticas diferentes, 
existe un aumento dependiente del tiempo de los niveles de IFN-obtenidos tanto 
por el PWM como por los antígenos virales, a pesar de las diferencias entre cepas.  
Debido a que el aumento en función del tiempo de los valores de IFN- fue 
observado tanto para los antígenos virales como para el control positivo (PWM), 
se decidió analizar los datos normalizados respecto a la estimulación con este 
mitógeno. Para ello, se utilizó el resultado de cada una de las determinaciones 
para PWM como una co-variable del valor obtenido para VFA. De este modo, se 
expresaron los valores obtenidos en los ELISA como %PWMi,j,k = (ODi j k / ODj,k) x 
100, donde i representa la cepa del VFA estimulante, J el animal donante de la 
sangre y k el tiempo (DPV).  
Estos resultados indicaron que, antes de la vacunación (0 DPV), las medias de las 
producciones de IFN-obtenidas para el VFA A24/Cruzeiro y C3/Indaial pero 
expresadas como %PWM, también se diferenciaron significativamente respecto al 
control de PBS (p= 0.023 y p= 0.004 respectivamente, Mann-Whitney, no 
graficado).  
El análisis graficado en la figura 3.12 confirma que al estimular la sangre con los 4 
antígenos vacunales de VFA, se presenta un incremento significativo en las 
cantidades de IFN- entre el día 0 y 15 y con los tiempos posteriores. En el caso 
de la cepas O1/Campos y A/Arg/2001, también se detecta un incremento 
significativo entre el tiempo 32 y 41 (antes y después de la segunda dosis, 
respectivamente). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.11. Promedio de las OD (± SEM) obtenidos en el ELISA de IFN- para diferentes 
antígenos virales en cada uno de los tiempos evaluados. Los terneros recibieron 2 
vacunaciones (a los 0 y 32 DPV). (*) p<0.05;  (**) p<0.01;  (***) p<0.001 (Mann-Whitney).  
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Figura 3.12. Resultados de determinaciones de IFN- ELISA producido por estimulación 
de sangre de terneros calostrados y vacunados en dos oportunidades (flechas, 0 y 32 
dpv) con diferentes antígenos de VFA. Cada barra representa la media ± SEM de los 
valores calculados como %PWM [OD VFA/OD PWM x 100]. (**) y (***)Diferencias 
significativas (p<0,01 y p<0,001 respectivamente) entre las barras señaladas. 
 
4 DISCUSIÓN 
 
Varios autores remarcan la importancia de la inmunidad celular en la 
protección contra el VFA, sobre todo en aquellos casos en los que los títulos de 
anticuerpos vacunales son bajos [76,168,169,170]. Dada la necesidad de producir 
nuevas vacunas y de mejorar el tiempo de protección inducido por las vacunas 
actuales, la inmunidad celular anti-VFA ha recibido una creciente atención en los 
últimos años. Trabajos recientes indican que, si bien la infección induce 
respuestas mayormente T-independientes [74,157], la vacunación requiere de la 
inducción de inmunidad celular mediada por células T-CD4+ para ser efectiva 
[171]. 
Para contar con una herramienta confiable para medir inmunidad celular 
con alta capacidad de procesamiento de muestras, de la forma más depurada 
posible y utilizando cepas de interés regional, se estandarizó un ensayo de 
estimulación ex-vivo de sangre entera bovina para medir la respuesta anamnésica 
productora de IFN- estimulando las células inmunes ex vivo con VFA inactivado y 
purificado.  
Al iniciar esta tesis solo existía un reporte acerca de la determinación de 
IFN-, donde se lo proponía como indicador de infección por VFA en bovinos 
previamente vacunados [81]. Si bien esta publicación sentó un precedente 
importante en la utilización de este marcador, ciertas consideraciones debieron 
tenerse en cuenta antes de su implementación, ya que los animales evaluados 
provenían de una región libre sin vacunación, se trabajó con una vacuna 
monovalente y las cepas utilizadas no son de relevancia en nuestra región.  
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En ese estudio y en trabajos posteriores del mismo grupo [169], la 
estimulación se realizó con concentrados de antígenos vacunales que fueron 
cuantificados en base a las proteínas totales. Esto podría dar como resultado una 
sobreestimación de la cantidad de antígeno viral respecto al utilizado al cuantificar 
inequívocamente proteínas virales y no virales, o proteínas virales conformando 
viriones completos (140s) o incompletos (75s o 12s) [172,173]. Incluso diferentes 
sistemas de producción o la producción de diferentes tipos de virus como 
antígenos, podrían generar distintas proporciones de proteínas virales y no virales 
[174].  
En nuestro caso, se puso especial atención a la naturaleza del antígeno 
viral utilizado en la estimulación. Se eligió trabajar con partículas virales completas 
inactivadas y purificadas por gradientes de sacarosa. Esto nos permitió tener una 
cuantificación exacta del antígeno a la vez que eliminar otras posibles proteínas 
contaminantes. Más aun, trabajos de nuestro laboratorio demostraron que la 
estimulación de la producción de IFN- por células mononucleares de bovino es 
dependiente de la integridad de la cápside viral completa (140S) y que la 
capacidad estimulatoria del antígeno viral cae abruptamente cuando las partículas 
140S se desarman en capsómeros (12S) [175]. Así, el sistema optimizado implica 
utilizar 10 g/ml de VFA completo purificado en un cultivo de 750µL de sangre 
heparinizada durante 24 hs. En estas condiciones se detectan concentraciones de 
IFN-comparables a las reportadas en la bibliografía para otros antígenos, 
utilizando un ELISA comercial [81,87,163,165,167,176].  
Mediante el uso de este sistema de estimulación/ELISA, pudimos lograr la 
detección de respuestas de memoria productoras de IFN-a partir de células 
mononucleares de sangre de bovinos vacunados. Los animales vacunados que 
evaluamos en este trabajo presentaron niveles de IFN- (Figura 3.1) comparables 
a los que Parida y cols. solo detectaron después de 5 días de desafío viral [81], 
mostrando que existen diferencias técnicas experimentales y de base (vacunas, 
por ejemplo) entre ambos sistemas. Una diferencia fundamental es que en el 
trabajo mencionado utilizan una vacuna monovalente y una dosis de vacuna 
variable entre grupos de animales (de acuerdo a las normativas de la Farmacopea 
Europea). Se ha reportado que la masa antigénica de la vacuna influye en la 
inducción de IFN- [81]. La vacuna utilizada en Argentina es tetravalente [177,178] 
y la masa antigénica de la misma permanece protegida por secreto industrial. De 
todos modos, dado que hemos observado en nuestro laboratorio activación 
cruzada (entre cepas heterólogas) de la respuesta celular (Bucafusco y cols, en 
preparación), es posible que incluso conociendo exactamente la masa de antígeno 
140S utilizado en la estimulación ex vivo y en la vacunación, la cantidad real de 
epitopes T disponibles capaces de activar la inmunidad celular sea variable, 
debiéndose considerar el aporte de todas las valencias.  
Uno de los principales hallazgos de esta sección del trabajo fue el encontrar  
respuesta celular anti-VFA en terneros calostrados que aún no habían recibido 
vacunación anti-aftosa (Tabla 3.1, figura 3.1 A). Las células inmunes sanguíneas 
de estos terneros produjeron INF- en respuesta a la estimulación con VFA bajo 
los parámetros mencionados. No se encontraron respuestas similares en animales 
adultos provenientes de la zona libre sin vacunación del país (Fig. 3.6). Este dato 
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resulta sumamente relevante, ya que estos animales (zona libre) nunca fueron 
vacunados y, al haber nacido en esta región, sus madres tampoco se encontraban 
vacunadas. Por esta razón, creemos que lo observado en los terneros no se trata 
de un artefacto de la técnica, sino de un fenómeno asociado a la transferencia 
pasiva de inmunidad a partir de las madres vacunadas. 
La producción de IFN- ante el estímulo con VFA por las células 
sanguíneas de estos terneros no pudo observarse al estimular con un antígeno no 
relacionado como OVA, incluso usándolo a una concentración 5 veces mayor (Fig. 
3.2). Sin embargo, este control no considera la complejidad estructural de la 
cápside, ni la presencia de posibles activadores de señales de daño en el virus 
inactivado (por ejemplo, ARN viral) que puedan activar la presentación antigénica 
en las células [179]. 
La transferencia de células de la madre al ternero a través del calostro ha 
sido reportada con anterioridad e incluso se le han adjudicado funciones 
inmunológicas a estas células [136,180,181,182,183,184]. A pesar de ello, no 
existe ningún reporte de la actividad que podrían tener estas células en la 
transferencia de inmunidad contra VFA. Algunas células maternas son detectables 
en la circulación del ternero alcanzando un recuento máximo a las 24 hs de 
calostrados [185]. Al mismo tiempo, tienen la capacidad de proliferar ante la 
presencia de células alogénicas o antígenos virales, sin embargo no se conoce la 
función real de esta células ya que tanto ellas como su actividad parecen 
desaparecer pasados los 7 días [136,180]. 
Sin embargo, no existen reportes bibliográficos que demuestren la 
transferencia de células del sistema inmune de madres vacunadas contra VFA a 
los terneros. Por lo tanto, los resultados de esta tesis aportan los primeros indicios 
de que células primadas en la vaca mediante vacunación podrían transferirse al 
ternero mediante el calostro y responder ante el estímulo específico con VFA. 
En nuestro sistema de estimulación/ELISA pudimos ver que tanto los 
teneros calostrados como aquellos privados de calostro, tienen la capacidad de 
producir IFN- en respuesta al VFA O1/Campos sin necesidad de haber sido 
vacunados. En estos mismos animales, esta respuesta parece ir disminuyendo 
progresivamente hasta los 6 meses, momento en el cual la vacunación induce un 
incremento en la capacidad de generar esta respuesta. Esto demuestra que dicha 
respuesta puede ser inducida también por la vacunación (figura 3.8). Resulta 
interesante el hecho de que, al menos hasta el día 4 post-vacunación, no se 
observa una respuesta de IFN-, que si es muy evidente a 50 DPV. Esto podría 
indicar que las respuestas encontradas antes y después de la vacunación podrían 
ser independiente o estar mediadas por distintas células. En otras palabras, no 
parece haber células de memoria productoras IFN- a los 4 DPV, sino que al 
parecer las mismas necesitaron un periodo de sensibilización con el antígeno al 
momento de la vacunación. Ya a los 50 DPV, dichas células habrían adquirido la 
capacidad de responder como producto del reconocimiento y presentación de 
novo del antígeno.  
La falta de datos obtenidos entre 4 y 50 DPV, sin dudas plantea la incógnita 
acerca de la evolución de este fenómeno. 
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En otro grupo de 8 terneros se evaluó la respuesta a la vacunación y 
revacunación, esta vez, estimulando la sangre con las 4 cepas incluidas en la 
vacuna. Estos terneros, que tenían aproximadamente 2 meses al inicio de la 
experiencia, no presentaron niveles significativos de INF- luego de la estimulación 
con VFA O1/Campos pero respondieron a la estimulación con VFA A24/Cruzeiro y 
C3/Indaial antes de la vacunación (a los 0 DPV; Fig.3.9). Posteriormente, todos los 
terneros respondieron a la vacunación con un aumento en la capacidad de 
producir IFN- específico, independientemente su capacidad de respuesta inicial. 
En este caso, los valores inducidos por la estimulación con PWM el día 0 DPV son 
relativamente bajos con respecto a la media poblacional obtenida mayormente a 
partir de animales adultos (13866 pg/ml ≈ 1.8 OD). Dado que la prueba de ELISA 
fue realizada en simultáneo para todos los plasmas del ensayo, no podemos 
adjudicarle estas diferencias a la técnica. Sí, en cambio, podría haber influido 
algún factor en la etapa de estimulación, pero como todos los valores se hallan por 
encima de los establecidos como niveles de aceptación, fueron considerados 
válidos.  
El recuento leucocitario, el stress, enfermedades concurrentes, 
determinadas hormonas y/o citoquinas y otros factores pueden actuar aislada o 
conjuntamente afectando la producción de IFN-[166,168,176,186,187]. También 
diversos factores ajenos al animal y propios del ensayo pueden afectar los 
resultados de las pruebas de estimulación/ELISA. [163,167]. Para este grupo de 
terneros calostrados y vacunados, los valores de IFN- producidos en respuesta a 
PWM variaron en función del tiempo. Considerado el valor de las respuestas a 
PWM como indicador de la capacidad de respuesta del animal, se calcularon las 
relaciones de este valor con el de las respuestas obtenidas a los diferentes 
antígenos de VFA y al control negativo. Aplicando esta corrección, observamos 
que los resultados no se modificaban sustancialmente a lo observado 
anteriormente. Esto significa que las variaciones observadas en la capacidad de 
respuesta obtenida para PWM, no afectaron de manera significativa los resultados 
obtenidos y que existió un aumento genuino en la respuesta de IFN- para los 4 
serotipos vacunales luego de la vacunación. 
Finalmente, podemos concluir que la vacunación efectivamente genera un 
aumento de los niveles de IFN-específicos medidos ex vivo, al estimular células 
inmunes periféricas con antígeno de los cuatro serotipos incluidos en la vacuna. 
Los terneros vacunados en presencia de títulos altos de AcC, que ven afectada su 
capacidad para inducir una respuesta neutralizante humoral (capítulos 1 y 2), no 
encuentran impedida su capacidad de activar células del sistema inmune 
productoras de IFN-. Además, la transferencia de células inmunes a través del 
calostro estaría brindando a los terneros no vacunados inmunidad celular 
específica sistémica durante los primeros meses de vida, sin interferir con la 
inducción de respuesta celular a la vacunación. 
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CAPÍTULO 4 
 
 
ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS 
CÉLULAS INMUNES CALOSTRALES EN 
LA RESPUESTA A LA VACUNACIÓN  
 
1 OBJETIVO 
 
Caracterizar la respuesta humoral y celular inducida por la vacunación en terneros 
que recibieron diferentes composiciones de calostro al nacimiento. 
 
2 MATERIALES Y MÉTODOS ESPECÍFICOS 
 
2.1 Grupo Experimental 3. Terneros privados de calostro o 
alimentados con diferentes preparaciones de calostro.  
Este grupo de animales incluye terneros que fueron privados de calostro o que 
recibieron diferentes tipos de calostro. Todos los animales provinieron del mismo 
establecimiento y presentaron las mismas características que los de los grupos 
experimentales 1 y 2 (Capítulos 1 y 2 respectivamente) 
Los animales fueron sangrados periódicamente antes de la vacunación como se 
describiera anteriormente, y fueron vacunados con Bioaftogen® (Biogenésis-Bagó) 
a los 32 días de vida.  
Posteriormente, se tomaron muestras semanales de sangre entera y suero para 
medir los parámetros inmunológicos seleccionados. 
 
2.1.1 Crianza y mantenimiento de los terneros privados de calostro 
Los animales fueron supervisados desde el momento del parto hasta que fueron 
capaces de mantenerse en pie para impedir la ingesta de calostro. Luego, cada 
ternero fue trasportado a un corral donde fue sometido a un examen objetivo 
general, se removió el líquido amniótico residual, se desinfectó el cordón umbilical 
con alcohol Iodado y se inició el protocolo de antibioticoterapia preventivo que se 
detalla a continuación. Los animales permanecieron en el establecimiento durante 
las primeras 24 hs de vida para luego ser trasladados a los boxes de nivel de 
Vet. Danilo Bucafusco   Capítulo 4 
89 
 
Dieta Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6 Semana 7 
Sustituto 
Lácteo 
4 litros 4 litros 2 litros 
    en dos tomas en dos tomas en dos tomas 
Iniciador 
200 grs. 400 grs. 800 grs. 1000 grs. 1000 grs. 500 grs. 
 por día por día por día por día por día por día 
Arranque 18% 
    
500 grs. 1000 grs. 2000 grs. 
por día por día por día 
Pellet de 
Alfalfa      
Ad Libitum Ad Libitum 
Agua 
2 litros 2 litros 4 a 6 litros 6 a 8 litros 6 a 8 litros 6 a 8 litros 6 a 8 litros 
por día por día por día por día por día por día por día 
 
bioseguridad 2 (NSB 2) del CICVyA-INTA, donde permanecieron durante toda la 
experiencia. Además, se tomó una muestra de suero a las 24 hs del nacimiento 
para corroborar la ausencia de Ac calostrales (AcC). Preventivamente, los 
animales recibieron Gentamicina Sulfato (8 mg/Kg) cada 24 hs. por vía 
endovenosa durante los primeros 5 días de vida y Ceftiofur (6 mg/Kg) cada 24 hs 
por vía intramuscular profunda durante los primeros 10 días de vida. Se desinfectó 
diariamente el cordón umbilical con alcohol iodado durante 5 días y los animales 
fueron evaluados a diario en busca de signos de deshidratación, temperatura 
corporal elevada, decaimiento o anorexia. Durante la experiencia, los animales 
fueron alimentados siguiendo el esquema alimentación detallado en la tabla 4.1 
utilizando sustituto lácteo AF 80® (ACA), iniciador Ruter® (ACA), “Arranque 
Terneros 18% de proteína” (ACA) y pellet de alfalfa. Las 2 primeras tomas de 
sustituto lácteo fueron preparadas al doble de la concentración recomendada por 
el fabricante y se administraron por sondaje esofágico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.1. Protocolo de nutrición aplicado a los terneros privados de calostro.  
 
2.1.2 Crianza y mantenimiento de terneros calostrados. 
Los animales fueron supervisados desde el momento del parto hasta que fueron 
capaces de mantenerse en pie para prevenir la ingesta de calostro. Luego cada 
ternero fue trasportado a un corral donde se le brindaron los cuidados perinatales 
como se detallara anteriormente y se le suministró el calostro correspondiente a 
cada grupo experimental. A todos los terneros se les administró una primera dosis 
de calostro (2 litros) antes de las 6 h de vida y una segunda dosis (2 litros) antes 
de las 12 h de vida. En todos los casos, para este procedimiento se empleó un 
sondaje esofágico a fin de asegurar la uniformidad en la dosis administrada. Los 
animales fueron sangrados entre 6 y 12 horas después de la última administración 
de calostro para corroborar la eficiencia en la transferencia de Ac. Hasta las 48 h 
de vida los animales fueron evaluados rutinariamente y alimentados con 2 
raciones diarias de sustituto lácteo (2 litros por ración). Transcurrido este tiempo, 
los mismos fueron trasladados a corrales de crianza colectiva donde fueron 
alimentados por el personal del establecimiento con leche del ordeñe del tambo. 
Los grupos de animales calostrados se detallan a continuación y en la tabla 4.2. 
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-2.1.2.1 Calostro Sin Células (CSC): Los animales de este grupo recibieron un 
volumen total de 4 litros de calostro divididos en dos administraciones de 2 litros 
cada una (entre las 6 y 12 h de vida) de un calostro acelular generado mediante la 
eliminación de la células por centrifugación y congelamiento (Tabla 4.2). 
Inicialmente fueron 5 los terneros calostrados siguiendo este protocolo pero solo 3 
llegaron con vida a la fecha de vacunación. 
Para obtener el calostro acelular, se colectaron 30 litros de calostro en el mismo 
establecimiento de procedencia de los terneros, durante el pico de pariciones, a 
partir de vacas y vaquillonas que habían parido en un lapso de 24 hs. 
Inmediatamente fue enfriado a 4° C y transportado refrigerado hasta el Instituto de 
Virología de INTA donde fue almacenado a -20°C por 48 h. Para sedimentar 
restos celulares y células remanentes, el calostro fue descongelado en un baño 
térmico a 37°C y fue centrifugado en fracciones de 350 ml a 3000xG durante 20 
minutos en frascos de 500 ml. La fracción grasa de cada uno de los frascos fue 
recuperada con una espátula y depositada junto con la fracción acuosa en un vaso 
de precipitados donde ambas fases fueron agitadas hasta lograr nuevamente la 
homogenización. La fracción celular sedimentada en el fondo de los frascos fue 
descartada. El calostro resultante de este proceso fue fraccionado en 14 bidones 
de 2 litros de capacidad y congelado nuevamente a -20°C. De esta forma fue 
trasportado, manteniendo la cadena de frío hasta el establecimiento donde fue 
almacenado a -20°C a la espera del nacimiento de los terneros. 
Para su utilización, cada bidón de calostro fue descongelado por inmersión en 
agua corriente y luego entibiado a 37°C para ser administrado como se describiera 
anteriormente. 
 
- 2.1.2.2 Calostro Con Células (CCC): Los animales pertenecientes a este 
grupo recibieron un volumen total 4 litros de calostro divididos en dos tomas de 2 
litros cada una (entre las 6 y 12 h de vida). La primera administración de calostro 
de todos los animales consistió en 2 litros de calostro fresco obtenido de su propia 
madre. No fue posible obtener 4 litros de calostro de todas madres por lo tanto en 
la segunda administración de calostro de cada animal consistió en el remanente 
de calostro fresco de su madre y, en los casos que fuera requerido, se completó 
con la cantidad necesaria para llegar a 2 litros usando el calostro sin células 
administrado al grupo anterior (Tabla 4.2).  
Este procedimiento fue aplicado a 4 terneros pero solo 3 llegaron con vida al día 
de la vacunación. 
Tanto los terneros como sus respectivos calostros fueron obtenidos 
exclusivamente de la categoría vacas. El principio de esta elección fue basado en 
las instalaciones disponibles en el establecimiento, la cantidad de calostro 
requerida y la docilidad de los animales al ordeñe. Luego de concluido el parto y 
verificada la vitalidad del ternero, ambos animales fueron apartados en un corral 
pequeño que asegurara medidas de higiene y seguridad adecuadas donde se 
procedió al ordeñe manual del calostro. Para este procedimiento los 4 pezones 
fueron descontaminados con un antiséptico basado en ácido perláctico y los 
primeros ml de calostro de cada cuarto fueron descartados. El calostro obtenido 
de los 4 cuartos fue colectado en un balde limpio y trasferido a bidones de 2 litros. 
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Una vez concluido el proceso el ternero fue separado de su madre, 2 litros calostro 
fueron entibiados a 37°C y administrados por sondaje esofágico. 
 
 -2.1.2.3 Pool de calostros (CMix): Los terneros de este grupo recibieron un 
volumen total 4 litros de calostro divididos en dos administraciones de 2 litros 
cada una (entre las 6 y 12 h de vida). El calostro empleado en ambas raciones y 
para todos los animales es una mezcla de varios calostros pertenecientes a 
vacas y vaquillonas que habían parido en un lapso de 24 h. Este procedimiento 
constituye la práctica habitual de administración de calostro en dicho 
establecimiento y en otros tambos de la región. El mismo se colecta utilizando 
máquina de ordeñe y se almacena en tanques para su administración a los 
terneros neonatos. Para la primera administración, el calostro es colectado en el 
tanque y entibiado a 37°C. El volumen correspondiente a la segunda 
administración fue separado y almacenado a 4°C hasta ese momento. Los 3 
animales de este grupo recibieron el mismo calostro en ambas raciones (Tabla 
4.2). 
-2.1.2.3 No vacunados (S/V): Este grupo de 3 animales recibió calostro 
“CMix2” en forma similar al grupo anterior (4 litros de pool de calostro entre las 6 y 
12 h de vida). Estos animales permanecieron sin vacunar durante todo el 
experimento y sus sueros fueron procesados en paralelo a los demás grupos para 
establecer la cinética normal de caída de los anticuerpos anti-VFA transferidos por 
el calostro. 
 
2.2 Análisis estadístico 
Para la evaluación estadística de los resultados obtenidos para las 
determinaciones serológicas se utilizó el test Mann-Whitney de dos colas para 
comparación de 2 factores.  
Para el análisis de los datos obtenidos de la estimulación/ELISA de IFN- en los 
terneros se utilizó un ANOVA de 2 factores y medidas repetidas con el factor 
ternero anidado dentro de cada grupo según el tipo de calostro, seguido por un 
test de comparaciones de Tukey. En todos los casos se estableció un intervalo de 
confianza del 95%. 
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Grupo Ternero Primera administración de 
calostro 
Segunda administración de 
calostro 
CCC 
85 CCC (2L) CCC (2L) 
93 CCC (2L) CCC (0,6L) + CSC (1,4L) 
8644 CCC (2L) CCC (1.7L) + CSC (0,3L) 
84 CCC (2L) CCC (0.7L) + CSC (1,3L) 
CSC 
91 CSC (2L) CSC (2L) 
8645 CSC (2L) CSC (2L) 
8646 CSC (2L) CSC (2L) 
86 CSC (2L) CSC (2L) 
89 CSC (2L) CSC (2L) 
CMix 
8654 CMix (2L) CMix (2L) 
8655 CMix (2L) CMix (2L) 
8656 CMix (2L) CMix (2L) 
S/V 
8650 CMix2 (2L) CMix2 (2L) 
8651 CMix2 (2L) CMix2 (2L) 
8652 CMix2 (2L) CMix2 (2L) 
 
Tabla 4.2. Protocolo de administración de calostro empleado en los 
diferentes grupos de terneros calostrados. CCC=Calostro con células, 
CSC=Calostro sin células, CMix= pool de calostro aplicado a terneros que luego 
fueron vacunados; S/V terneros no vacunados que recibieron pool de calostro 
“CMix2”. Entre paréntesis se indica el volumen de calostro suministrado en litros 
(L) 
 
3 RESULTADOS 
 
3.1 Características de la transferencia pasiva de anticuerpos anti- 
VFA O1/Campos a partir de calostro inmune. 
Todos los terneros que recibieron calostro adquirieron pasivamente anticuerpos 
contra VFA O1/Campos como lo demuestran los resultados de la pruebas 
serológicas a partir de muestras tomadas 18-24 h luego de la administración de 
calostro (Tabla 4.3 y Figura 4.1). Para todos los grupos calostrados, los títulos de 
anticuerpos séricos alcanzados fueron significativamente diferentes a los del grupo 
CAL- (p<0.05). En promedio, el grupo de animales CCC posee títulos séricos 
mayores de Ac totales, IgG1, IgG2 e IgM que el resto de los grupos, aunque estas 
diferencias no resultaron significativas (Fig. 4.1). Del mismo modo, puede 
observarse que la mayoría de los calostros que fueron utilizados en este grupo 
poseen títulos más altos que CSC y CMix para estos parámetros (Fig. 4.2). 
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Sub ID Primer Segundo 
Grupo Ternero Calostro Calostro FL SNV IgG1 IgG2 IgM FL SNV IgG1 IgG2 IgM
85 2 L CCC 2 L CCC 4.44 2.60 5.36 4.30 4.16 4.69 2.80 5.71 5.05 5.28
93 2 L CCC 600 ml CCC + 1.4 L  CSC 4.01 2.80 4.78 4.26 3.57 4.57 2.80 5.33 4.60 5.04
8644 2 L CCC 1.7 L CCC + 300 CSC 4.08 2.80 5.09 3.68 4.02 4.58 3.40 5.40 4.74 5.27
84 2 L CCC 700 ml CCC + 1.3 L CSC 3.70 2.80 4.18 4.39 3.12 4.11 2.50 4.63 4.76 4.56
91 2 L CSC 2 L CSC 3.86 3.10 4.29 4.11 3.22 4.18 3.15 4.78 4.40 4.60
8645 2 L CSC 2 L CSC 3.39 2.80 4.20 3.57 3.26 4.18 3.15 4.78 4.40 4.60
8646 2 L CSC 2 L CSC 3.52 2.80 4.28 3.38 2.86 4.18 3.15 4.78 4.40 4.60
86 2 L CSC 2 L CSC 3.80 2.60 4.11 3.65 2.79 4.18 3.15 4.78 4.40 4.60
89 2 L CSC 2 L CSC 3.50 2.50 4.12 3.66 2.76 4.18 3.15 4.78 4.40 4.60
8654 CMIX1 CMIX1 3.56 2.85 4.55 3.09 3.06 3.83 2.50 4.59 4.07 4.36
8655 CMIX1 CMIX1 3.22 2.80 4.16 3.54 2.85 3.83 2.50 4.59 4.07 4.36
8656 CMIX1 CMIX1 3.24 2.60 3.95 3.40 2.82 3.83 2.50 4.59 4.07 4.36
8650 CMIX2 CMIX2 3.51 2.25 4.16 3.64 2.97 4.00 3.00 4.84 4.01 4.43
S/V 8651 CMIX2 CMIX2 3.90 2.93 4.67 3.12 3.24 4.00 3.00 4.84 4.01 4.43
8652 CMIX2 CMIX2 3.54 3.00 4.04 3.59 3.03 4.00 3.00 4.84 4.01 4.43
001 CAL- - - 1.28 0.83 1.00 1.00 1.00 - - - - -
002 CAL- - - 1.28 0.83 1.00 1.00 1.00 - - - - -
003 CAL- - - 1.38 0.83 1.00 1.00 1.00 - - - - -
CMIX
CAL -
Título para VFA O1C                        
1 DPC (log 10)
Título para VFA O1C                
Calostro (log 10)
CCC
CSC
Calculamos las relaciones IgG1/IgG2 de Ac específicos para VFA O1/Campos 
empleando la formula IgG1/IgG2= [antiLog10 Tit IgG1]/ [antiLog10 Tit IgG2] para 
cada calostro y para cada animal. Este parámetro mostró una elevada variabilidad 
entre los diferentes calostros y entre los diferentes terneros pero permitió calcular 
que, en promedio, los calostros analizados presentaban una relación IgG1/IgG2 de 
3,8 y que dicha relación en los sueros de los terneros se elevaba a 9,2. Las 
diferencias encontradas entre los distintos grupos de animales para IgG1/IgG2, sin 
embargo, no pudieron establecerse como significativas debido al reducido número 
de individuos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.3. Resultados de todas las pruebas serológicas a las 18-24 h post-
calostrado. S/V=Sin vacunación, CAL- = privado de calostro. 
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Figura 4.1. Títulos de Ac séricos para VFA O1/Campos (media ±SEM) de los 
grupos de terneros alimentados con los diferentes tipos de calostro o sin calostro 
(18-24 h post-calostrado) (*) p<0.05.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Títulos de Ac (Log10) para O1/Campos medidos por FL-ELISA para los 
diferentes calostros utilizados en este ensayo. CCC: valor promedio de los 4 calostros. 
Mix 2: calostro administrado a los terneros no vacunados 
 
Estos datos también fueron analizados estudiando la relación existente entre los 
títulos séricos de Ac en cada ternero a 1 DPC y los títulos de Ac del calostro 
suministrado a cada animal. La relación se calculó aplicando la fórmula Ter/Cal(%) 
= [antiLog10 título terneron/ antiLog10 título calostron]x100.  
Al analizar estos datos puede observarse que, en todos los grupos, la relación 
entre los títulos de IgM fueron menores a los de IgG1 e IgG2 (p<0.05) (figura 4.3).  
En la misma figura se hace evidente que, en todos los casos, la relación de títulos 
entre cada ternero y su calostro es mayor cuando evaluamos su capacidad 
neutralizante que cuando los evaluamos su título por FL-ELISA. Estas diferencias 
no resultaron significativas dentro de cada grupo pero si analizamos todos los 
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animales calostrados en conjunto, esta diferencia se hace estadísticamente 
evidente (p=0.02) (figura 4.4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3. Relaciones entre los títulos de Ac determinados en los terneros y sus 
respectivos calostros en cada grupo experimental (expresados en %) * p<0.05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 4.4 Relaciones entre los títulos de Ac determinados en el suero de los 
terneros y en sus respectivos calostros, considerando todos los animales que 
recibieron calostro (expresados en %) (*) p<0.05.  
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3.2 Cinética de Anticuerpos 
3.2.1 Grupo de animales calostrados sin vacunación  
Se estudió la cinética de Ac totales (FL ELISA), SNV, IgG1, IgG2 e IgM en los 
terneros que recibieron calostro inmune pero que no fueron vacunados (n=3). Las 
curvas individuales para cada determinación se muestran en la figura 4.5.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5. Cinética de Ac de terneros calostrados sin vacunación (S/V) en 
función de tiempo (días de edad). Los puntos representan los valores obtenidos 
para cada animal en cada tiempo. Las líneas de puntos indican la regresión lineal 
estimada de cada curva. 
Para todos los terneros, se describe una cinética de anticuerpos decreciente en 
función del tiempo en todas las pruebas serológicas utilizadas. Cada una de las 
curvas fue sujeta a un análisis de regresión lineal (Fig. 4.5, líneas de puntos) a 
partir del cual se obtuvo un valor de pendiente negativa (Tabla 4.5). Con estos 
valores se calculó una pendiente promedio para cada técnica lo que permitió 
estimar la vida media de los anticuerpos calostrales utilizando la formula Vida 
Media (días) = Pendiente / Log10(1/2). 
 
3.2.2 Grupos de animales calostrados y vacunados 
Para cada animal, se estimó la cinética de extinción de sus Ac calostrales, 
considerando como parámetro inicial al título de Ac al día 32 de vida (0 DPV) y la 
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pendiente promedio obtenida para cada prueba serológica (según Tabla 4.5). 
Estas curvas fueron comparadas con las obtenidas post-vacunación para 
determinar la inducción de Ac producto de la vacunación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.5. Resultados de las regresiones lineales para estimar la cinética de 
caída de los AcC en los terneros que recibieron calostro inmune pero que no 
fueron vacunados. Para cada técnica se expresa el valor de la pendiente y el 
coeficiente de regresión lineal (R2) para cada individuo. Se muestra también el 
promedio de pendientes y la vida media esperada de los Ac (en días) 
 
3.2.2.1 FL-ELISA para VFA O1/Campos 
Al analizar los resultados del análisis temporal de los títulos de Ac totales (AcT) 
medidos por FL-ELISA, se puede observar que sólo los grupos CSC y CMix 
presentan una leve desviación en la pendiente a los 28 DPV, aunque las 
diferencias con respecto a los valores esperados en ausencia de vacunación no 
resultaron significativas (Fig. 4.6).  
Cuando los datos son desglosados individualmente y se aplica una escala lineal, 
se evidencia la variabilidad que existe entre los animales de los grupos CSC y 
CMix, donde para dos de los terneros del grupo CSC y uno del grupo CMix, se 
observa una cinética ascendente de magnitud variable (Fig. 4.7b y 4.7c). 
En el grupo CCC, ninguno de los terneros mostró una tendencia ascendente en 
las curvas de AcT luego de la vacunación. Es interesante observar que los títulos 
al momento de la vacunación en este grupo eran superiores a los de CSC y CMix, 
aunque estas diferencias no resultaran estadísticamente significativas (Fig. 4.7a). 
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Figura 4.6. Títulos de Ac totales (FL-ELISA) pre- y post-vacunación para los 
grupos de animales que recibieron distintos calostros (el momento de la 
vacunación se señala con una flecha). Las líneas de puntos indican la caída de 
Ac esperada utilizando una pendiente de -0.01707 equivalente a una vida media 
de 17,6 días. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7. Curvas individuales de la cinética de los Ac inducidos por la 
vacunación (medidos por FL-ELISA) en los terneros de los grupos experimentales 
CCC, CSC y CMix. La flecha señala el momento de la vacunación. Las líneas 
punteadas indican la cinética estimada de la caída de Ac calostrales (en ausencia 
de vacunación) para cada animal considerando una vida media=17.6 días (tabla 
4.5) 
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3.2.2.2 Seroneutralización viral para VFA O1/Campos 
Los datos obtenidos para SNV de estos grupos de animales indicaron que, al igual 
a lo observado para FL-ELISA, no fue posible detectar diferencias entre los títulos 
de AcN generados post-vacunación y los esperados en ausencia de la misma (Fig. 
4.8). Nuevamente, la variabilidad en la respuesta individual dentro de cada grupo 
impide llegar a una aseveración concluyente. De todos modos, la tendencia que 
mostraron estas curvas fue que cuanto mayor era el título inicial de SNV (0 DPV), 
mayor fue la caída en los títulos observados luego de la vacunación (Fig. 4.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 4.8. Título de SNV (100 TCID50) para VFA O1C pre y post vacunación  
para los subgrupos de animales que recibieron distintos calostros. Las curvas con 
líneas de puntos indican la caída de AcN esperada utilizando una pendiente de -
0.01706 equivalente a una vida media de 17.6 días. La flecha indica el día de la 
vacunación. 
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Figura 4.9. Respuestas individuales a la vacunación en los grupos 
experimentales medidas por SNV (100 TCID50 O1C). La flecha indica el momento 
de la vacunación. Las líneas punteadas indican la cinét ica estimada en ausencia 
de vacunación para cada animal (vida media=17.6 días). 
 
3.2.2.3 Isotipos 
Los perfiles y la cinética de isotipos observados tampoco mostraron ser diferentes 
a lo esperado en ausencia de vacunación, mostrando que en todos los 
tratamientos y para todos los isotipos, las curvas fueron comparables con las 
esperadas según la caída natural de los Ac calostrales (Fig.4.10).  
 
3.2.3 Terneros privados de calostro 
 
3.2.3.1 FL-ELISA para VFA O1/Campos 
Los 3 animales privados de calostro respondieron positivamente a la vacunación 
generando títulos de Ac totales  para VFA O1/Campos que comenzaron a 
detectarse a hacia los 14 DPV y que superaron la EPP75% a los 28 DPV (Fig. 
4.11a) 
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3.2.3.2 Seroneutralización viral para VFA O1/Campos 
Todos los animales privados de calostro respondieron a la vacunación con un 
aumento en el título de AcN. De los 3 animales vacunados sólo uno logro alcanza 
el valor establecido para una EPP75% a los 21 DPV. En promedio, hasta los 28 
DPV, los animales no lograron superar la barrera de 1.66 (Fig. 4.11b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.10. Títulos de isotipos de Ac para VFA O1/Campos  antes y después de 
la vacunación, para los grupos de animales que recibieron distintos calostros.  El 
momento de la vacunación se señala con una flecha. Las líneas de puntos indican 
la caídas de Ac esperadas para cada isotipo (Vida Media IgG1= 17 días, Vida 
Media IgG2=16.7 días, Vida Media IgM= 22.5 días). 
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Figura 4.11. Curvas individuales en terneros privados de calostro. (A) Títu los de 
AcT (FL-ELISA) y (B) títulos de AcN, post-vacunación para O1/Campos. La 
vacunación se indica con una flecha 
 
3.2.3.3 Isotipos  
Los terneros privados de calostro mostraron una típica respuesta primaria en lo 
que concierne al perfil de isotipos generado por la vacunación. La misma se 
caracterizo por un aumento sostenido de IgM hasta los 14 DPV, que luego 
decrece, dando lugar a un aumento de la IgG1 que se mantiene como el isotipo 
predominante hasta el 28 DPV. La IgG2 muestra un aumento sostenido entre 21 y 
28 DPV, algo más demorado que la IgG1 y con títulos menores (Fig. 4.12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.12. Título de Ac de diferentes isotipos generados por la vacunación 
(indicada con una flecha). Los mismos se expresan como los promedios 
obtenidos de los 3 animales ± SEM.  
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3.3 Análisis de la respuesta de células productoras de IFN- 
3.3.1 Respuestas de IFN-  en los diferentes grupos de animales ante 
la estimulación con PWM o PBS.  
Todos los animales fueron capaces de responder al estimulo con PWM, 
independientemente del calostro que recibieran, se observaron sin embargo 
algunas diferencias en cuanto a la magnitud y cinética de la respuesta entre los 
diferentes grupos (Fig. 4.13A). Por ejemplo, los promedios de absorbancia 
obtenidos a los 10 días de vida fueron bajos en comparación con los obtenidos a 
tiempos posteriores para los grupos CAL-, CCC y CMix, mientras que en el grupo 
CSC se mantuvieron altos en todos los tiempos medidos. En estos 3 grupos (CAL, 
CCC y CMix), las respuestas a la estimulación con PWM parecen aumentar en 
relación con la edad, para mantenerse relativamente constantes a partir del día 32 
de vida. La excepción a este comportamiento se observó en el grupo CAL- donde 
los valores fueron fluctuantes a lo largo de toda la experiencia. 
Para el caso de las muestras estimuladas con PBS como control negativo, la 
producción de INF- se mantuvo en niveles basales durante todo el experimento y 
en todos los tiempos (Fig.  4.13B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.13. Respuesta obtenida por ELISA para IFN- a partir de la estimulación 
ex vivo de la sangre de los terneros que recibieron distintos calostros, con PWM 
(A) ó PBS (B). Los valores se expresan como las medias de OD450nm.  
 
3.3.2 Respuestas de IFN-  en los diferentes grupos de animales ante 
la estimulación con antígenos de VFA. 
La sangre de los terneros obtenida a distintos tiempos pre- y post-vacunación fue 
estimulada con preparaciones inactivadas y purificadas correspondientes a las 4 
cepas incluidas en la vacuna comercial.  
Durante los tiempos previos a la vacunación, las células de sangre periférica de 
algunos animales calostrados mostraron producción de IFN- ante la estimulación 
con VFA inactivado, con niveles que variaron en los diferentes muestreos. Esta 
observación fue particularmente importante en el grupo CMix. (Fig. 4.14).  
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Figura 4.14. Cinética de la respuesta obtenida para IFN- a partir de la 
estimulación ex vivo de la sangre entera de terneros que recibieron distintos tipos 
de calostro en función del tiempo, pre y post vacunación (indicada con una flecha) 
con VFA de las cepas O1/ampos, A2/Cruzeiro , A/Arg/2001, o C3/Indaial. (A)CAL-
, (B) CCC, (C) CSC, (D) CMix. La determinación de IFN- se realizó por ELISA 
Los valores se expresan como las medias de OD450nm.. La flecha indica el 
momento de la vacunación. 
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En todos los grupos de terneros pudo observarse un aumento en los niveles de 
IFN- para las 4 cepas de VFA luego de la vacunación. En los animales que 
recibieron CCC y CSC puede detectarse respuesta de IFN- a los 7 DPV mientras 
que en los animales que no recibieron calostro (CAL-) se detecta recién a los 14 
DPV. Para CAL-, CCC y CSC los valores máximos de IFN- se detectaron a los 14 
DPV y luego descendieron, mientras que el grupo CMix alcanza valores de IFN- 
comparables recién a los 21 DPV. En este grupo las respuestas tuvieron una 
cinética variable, ya que aumentaron y disminuyeron durante el experimento. A los 
28 DPV, todos los grupos a excepción del que no recibió calostro, aun poseían 
capacidad de producir IFN- ante el estimulo con las 4 cepas de VFA. La 
respuesta de los terneros CAL- se evidenció más tardíamente y perduró menos en 
el tiempo, en comparación con los terneros que recibieron calostro.  
Los resultados muestran que, luego de la vacunación, no se observan diferencias 
relevantes entre las respuestas de IFN- halladas para las distintas cepas del VFA 
en cada tiempo y en cada grupo. En todos los casos las curvas siguieron la misma 
cinética para todas las valencias virales, aunque la estimulación con la cepa 
C3/Indaial indujo un nivel basal más alto que las otras cepas. 
Como se mencionara en al capítulo 3, múltiples factores pueden afectar la 
capacidad de producción de IFN-. Se consideró oportuno en dicha sección 
relacionar los valores obtenidos de IFN- para cada cepa de VFA con los valores 
del control positivo (PWM) para normalizar la medida de la respuesta de cada 
animal según la capacidad de respuesta global de sus células inmunes. Los 
resultados de esta transformación de los datos de acuerdo a lo descrito en el 
Capítulo 3 (sección 4.5) se grafican en la figura 4.15. 
Los resultados de esta transformación, coinciden en líneas generales con los 
resultados graficados en la Fig. 4.14. Se comprobó la existencia de respuesta 
genuina de IFN- inducida ex vivo por las diferentes cepas del VFA en tiempos 
previos a la vacunación (Fig. 4.15, B, C y D). En respuesta a la vacunación los 
niveles de IFN- aumentaron en todos los grupos y para las 4 cepas virales, pero 
la respuesta en el grupo CAL- se vio retrasada y fue de menor duración que la 
observada para CCC y CSC. Mientras tanto, las respuestas en el grupo CMix 
mostraron la misma variabilidad. 
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Figura 4.15. Cinética de la respuesta obtenida para IFN- en plasma activado con 
VFA de las cepas O1/Campos, A2/Cruzeiro, A/Arg/2001, o C3/Indaial, obtenido a 
partir de sangre entera de los terneros que recibieron distintos tipos de calostro 
(A)CAL-, (B) CCC, (C) CSC, (D) CMix. La determinación de IFN- se realizó por 
ELISA. Los valores se expresan como las medias de [OD450nm VFA/ OD450nm PWM] 
x 100  en función del tiempo pre y post vacunación. Las fechas indican el momento 
de la vacunación.  
 
 
Como las respuestas observadas para los 4 serotipos se comportaron de manera 
similar en todos los casos, los datos obtenidos para cada uno de los serotipos 
fueron considerados como un único factor (VFA) para poder agregarle una 
significancia estadística a los resultados. En la figura 4.16 se grafican los 
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promedios de las obtenidas para cada grupo en cada tiempo considerando la OD 
obtenida para cada serotipo como un re-muestreo de cada animal. Los mismos 
perfiles de respuesta se obtienen al expresar los resultados como % del control 
positivo PWM (no se muestra).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.16. Cinética de la respuesta obtenida para IFN- a partir de la 
estimulación ex vivo con VFA de la sangre entera de los terneros que recibieron 
distintos tipos de calostro en función del tiempo pre y post vacunación. Los 
valores se expresan como las medias (±SEM) de OD450nm. La flecha señala el día 
de la vacunación. 
 
Un análisis de ANOVA de estos datos así agrupados permitió corroborar que los 
terneros del grupo CAL- presentaron una respuesta de INF- significativamente 
menor a los otros grupos en los días 7 y 28 DPV, pero que su respuesta fue 
comparable con la de CCC y CSC al 14 DPV. El grupo CMix, en cambio, mostró 
una respuesta más baja que los otros grupos a los 14 DVP pero a los  21 DPV los 
valores de IFN- fueron  superiores a los de CCC y CSC. Finalmente, la respuesta 
del grupo CSC a 28 DPV fue significativamente mayor que en otros grupos. (Fig. 
4.16). 
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,40352
Error: 1,0068 gl: 169
Grupo Tiempo Medias n E.E.           
SC   7 0.24 12 0.31 A         
Cmix 7 2.13 12 0.31   B C     
CCC  7 2.82 12 0.31   B C D   
CSC  7 3.11 12 0.31     C D E 
Cmix 14 1.43 12 0.31 A B       
SC   14 3.16 12 0.3     C D E 
CSC  14 4.27 12 0.31         E 
CCC  14 4.34 12 0.31         E 
CCC  21 1.81 12 0.31   B C     
SC   21 2.18 12 0.31   B C     
CSC  21 3.1 12 0.31     C D E 
Cmix 21 4.33 12 0.31         E 
SC   28 0.31 12 0.31 A         
CCC  28 2.16 12 0.31   B C     
Cmix 28 2.31 12 0.31   B C     
CSC  28 3.88 12 0.31       D E 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.4. Resultado del ANOVA/Test de Tukey  de las medias de IFN- (OD) de 
cada grupo experimental considerando las respuestas a todas las cepas de VFA 
utilizadas. 
  
3.4 Análisis de la respuesta linfoproliferativa  
3.4.1 Respuesta linfoproliferativa ante la estimulación con un 
mitógeno (ConA)  
Las PBMC purificadas fueron incubadas con un mitógeno (ConA) y la proliferación 
de las mismas se midió utilizando CSFE según se describió la sección en 
Materiales y Métodos generales. Los índices de proliferación hallados en PBMC 
estimulados con ConA resultaron estar por sobre el 20% en relación a la 
proliferación observada en los PBMC sin estimular entre los 0 y 21 DPV, con 
excepción del grupo CMix que a los 21 DPV mostró niveles más bajos de 
proliferación. A los 28 DPV todos los grupos tenían una linfoproliferación promedio 
por debajo de 10% (Fig. 4.20). No se detectaron, bajo las condiciones estudiadas, 
diferencias en la capacidad linfoproliferativa de los PBMC entre los terneros que 
recibieron distintos tipos de calostro.  
Lamentablemente sólo fue posible evaluar las respuestas prevacunales en el 
tiempo 0 DPV, ya que no pudimos obtener resultados válidos en los otros tiempos 
previos a la vacunación debido a que todos los cultivos celulares se contaminaron. 
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Figura 4.20. Proliferación de PBMC de terneros alimentados con diferentes tipos 
de calostros en respuesta a ConA (5g/ml) luego de 5 días de estimulación. Los 
valores se expresan como el promedio de la proporción de eventos que poseían 
una intensidad de fluorescencia (CFSE) menor a la observada en ausencia de 
antígeno. 
 
3.4.2 Respuesta linfoproliferativa ante la estimulación con 
antígenos de VFA. 
Los PBMC fueron enfrentados luego a preparaciones inactivadas y purificadas de 
antígenos de VFA de las diferentes cepas vacunales.  
Las células de los terneros que fueron calostrados con CCC proliferaron en 
respuesta a todos los antígenos de VFA antes de la vacunación (al día 0 DPV), en 
los otros grupos (Fig 4.21B). En los otros grupos, los valores pre-vacunales fueron 
indistinguibles del control negativo.  
Luego de la vacunación, en todos los grupos se observó un aumento en los 
porcentajes de proliferación. Los mayores porcentajes de proliferación para todas 
las cepas de VFA utilizadas ocurrieron a los 14 DPV (Fig. 4.21), excepto en los 
terneros del grupo CSC en los que ocurrió a los 7 DPV (Fig. 4.21C). En todos los 
casos los porcentajes de proliferación observados a los 28 DPV tienden a 
parecerse a los hallados en los PBMC sin estimular, sin embargo a este tiempo 
valores de proliferación en respuesta a ConA también fueron bajos (Fig. 4.20). 
En el grupo CCC, uno de los terneros presentó una respuesta 3 veces superior a 
la de los otros animales el día 14 DPV para VFA C3/Indaial. Exceptuando ese 
valor, se pudo observar que tampoco parece haber diferencias entre las distintas 
cepas de VFA en cuanto a su capacidad de inducir proliferación en PBMC de 
animales vacunados 
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Figura 4.21. Proliferación de PBMC obtenidas de terneros que recibieron 
diferentes tipos de calostros en respuesta a 5g/ml de VFA O1/Campos, 
A24/Cruzeiro, A/Arg/2001 y C3/Indaial luego de 5 días de estimulación. Los 
valores se expresan como el promedio de la proporción de eventos que poseían 
una intensidad de fluorescencia (CFSE) menor a la observada en ausencia de 
antígeno. (A) CAL-, (B) CCC, (C) CSC, (D) CMix. 
 
 
En base a la similitud de las respuestas observadas para las respuestas con las 
distintas cepas de VFA, los resultados fueron agrupados para poder evaluar 
estadísticamente la respuesta conjunta a VFA del mismo modo que se hiciera con 
los resultados obtenidos para IFNEl análisis de ANOVA en conjunto con el test 
de Tukey permitieron determinar que los % de linfoproliferación observados a los 0 
DPV para el grupo CCC no fueron significativamente más altos que en el resto de 
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,25794
Error: 18,2351 gl: 208
Grupo Tiempo Medias n E.E.             
Cmix 0 DPV 0.88 12 1.34 A B         
CSC  0 DPV 1.45 12 1.34 A B C D     
SC   0 DPV 1.53 12 1.34 A B C D     
CCC  0 DPV 6.35 12 1.34 A B C D E F 
SC   7 DPV 0.96 12 1.34 A B C       
Cmix 7 DPV 2.2 12 1.34 A B C D     
CCC  7 DPV 6.69 12 1.34   B C D E F 
CSC  7 DPV 12.21 12 1.34           F 
Cmix 14 DPV 7.15 12 1.34     C D E F 
SC   14 DPV 7.68 12 1.34       D E F 
CSC  14 DPV 9.25 12 1.34         E F 
CCC  14 DPV 10.81 12 1.34           F 
SC   21 DPV 3.83 12 1.34 A B C D E   
Cmix 21 DPV 4.38 12 1.7 A B C D E   
CCC  21 DPV 6.48 12 1.34 A B C D E F 
CSC  21 DPV 9.41 12 1.34         E F 
Cmix 28 DPV 0.31 12 1.34 A           
SC   28 DPV 0.38 12 1.34 A           
CSC  28 DPV 2.2 12 1.34 A B C D     
CCC  28 DPV 2.64 12 1.34 A B C D     
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05)
los grupos. Es decir, todos los grupos tuvieron % de proliferación comparables el 0 
DPV. A los 7 DPV, el grupo CSC presentó % de proliferación más elevados en 
comparación con CAL- y Cmix, sin embargo no pudo diferenciarse del grupo CCC. 
No puede determinarse entonces si en el grupo CSC las células proliferaron más 
rápidamente que en el resto, ya que la proliferación basal de CCC fue más 
elevada (Fig. 4.22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.22. Resultado del ANOVA/Test de Tukey de las medias de proliferación 
(%) de cada grupo experimental considerando las respuestas a todas las cepas 
de VFA utilizadas. 
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4 DISCUSIÓN 
 
En el estudio presentado en este capítulo, tres grupos de terneros 
recibieron cantidades equivalentes de preparaciones de calostro que diferían en la 
presencia o no de células maternas. Se comparó la respuesta humoral y celular 
inducida por una dosis de vacuna anti-aftosa aplicada a los 32 días de vida en 
estos animales respecto a un cuarto grupo de terneros privados de calostro. Otro 
grupo de terneros calostrados no fue vacunado para estimar la vida media de los 
Ac transferidos pasivamente. 
Los terneros del grupo CCC mostraron títulos séricos más elevados de Ac 
totales, IgG1, IgG2 e IgM el día posterior a la administración de calostro que los 
terneros calostrados con CSC ó CMix. Aunque estas diferencias no fueron 
significativas, es interesante observar que 3 de los 4 terneros (85 93 y 8644) del 
grupo CCC recibieron calostros conteniendo un título mayor de AcT así como de 
los diferentes isotipos, aunque sin diferencias significativas (Tabla 4.3). Por esta 
razón, no puede adjudicarse un rol claro a las células presentes en el calostro del 
grupo CCC ni determinar si las mismas contribuyen en alguna medida al 
fenómeno observado. Esto sugiere que, independientemente de que los terneros 
reciban calostros con o sin células, la transferencia de Ac no varía Como fuera 
explicado en Materiales y Métodos de este capítulo, los calostros suministrados a 
este grupo de animales provienen de vacas, mientras que el resto de los calostros 
fueron obtenidos a partir de un pool de calostros del tambo que incluyó calostros 
de vaquillonas. Los calostros de vacas se caracterizan por un mayor volumen y 
concentración de Igs que los de vaquillonas, debido al mejor desarrollo de la 
glándula mamaria y a la mayor experiencia inmunológica del animal [188,189]. 
Los resultados obtenidos indicaron que la relación IgG1/IgG2 en el calostro 
fue de 3.8 en el promedio de todos los calostros, mientras que en el suero de los 
terneros fue de 9.2 en promedio, es decir, más del doble. Se ha descrito la 
existencia de un receptor de Fc gamma (FcR) en las células de la glándula 
mamaria, que capta IgG1 específicamente del torrente sanguíneo y la concentra 
en el calostro en formación [110]. También existe un receptor de Fc gamma 
neonatal (nFcR) en las células del intestino de los terneros neonatos. En las 
primeras horas de vida, este receptor captaría activamente las IgG1 presentes en 
el calostro materno permitiendo su tránsito hacia el torrente sanguíneo [137,190]. 
La IgG1 es, por tanto, el isotipo que mayormente se transfiere pasivamente a los 
terneros. Esto explicaría la alta relación de IgG1/IgG2 en el suero de los terneros 
comparada con el calostro administrado en cada caso.  
Otros resultados interesantes surgieron al relacionar los títulos obtenidos en 
los sueros de cada ternero con los títulos de los calostros que recibieron, 
respectivamente. Los títulos obtenidos en las distintas técnicas no son 
comparables entre sí debido a diferencias metodológicas. Sin embargo, la relación 
entre el título en el suero del ternero y el título en el calostro (relación 
ternero/calostro) es factible, ya que otros factores que podrían afectar la 
biodisponibilidad de los Ac en sangre afectan a todos los títulos por igual (por 
ejemplo volemia, deshidratación, etc.). Al llevar a cabo este análisis, se observó 
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que las relaciones ternero/calostro para IgG1 e IgG2 fueron significativamente 
superiores a la de IgM. Esto indicaría que el isotipo IgM anti-VFA sería el que 
menos se transfiere del calostro materno al suero del ternero. Al estudiar la 
transferencia de Ac calostrales, se observó también que la relación 
ternero/calostro entre los títulos de AcN resultó ser significativamente más alta que 
esta misma relación en AcT medidos por FL-ELISA. Estudios previos han 
asociado la actividad seroneutralizante con la presencia de IgG1 específica para 
VFA como respuesta a la vacunación [143]. Recientemente, se ha demostrado 
una concordancia entre la información que aporta la titulación de IgG1 y el ensayo 
de seroneutralización [191]. Esto permitiría sugerir que la IgG1 tiene un papel 
fundamental en la actividad neutralizante para VFA. Podría hipotetizarse entonces, 
que la diferencia encontrada en la relación ternero/ calostro para los AcN está 
asociada a la absorción preferencial de IgG1. 
Las vidas medias de los Ac fueron calculadas nuevamente en base a los 
títulos en los sueros de los animales que recibieron calostro inmune pero que no 
fueron vacunados. En este caso, los valores de vida media determinados fueron 
coincidentes con los calculados en el Capítulo 1 y, tal como ya fue discutido 
oportunamente, difieren levemente de los reportados en otros trabajos. Esto 
podría deberse a diferencias en las técnicas utilizadas en cada caso así como a 
las razas de bovinos estudiadas. En este experimento fue posible calcular la vida 
media del isotipo IgM anti VFA, que fue de 22.5 días. Si bien este valor difiere de 
un reporte para IgM bovina [192], no se cuenta con antecedentes para el caso 
específico de VFA. Dado que el valor de vida media determinado para IgM resultó 
llamativamente prolongado, descartamos que el ensayo de ELISA estuviese 
detectando otros isotipos bovinos. Para comprobar la especificidad del ELISA, se 
depletaron sueros bovinos de IgM mediante columnas de afinidad (protocolo 
adaptado de Pega y cols., no se muestra) [157] y los mismos resultaron negativos 
en el ELISA de IgM. A su vez, el diseño de este ELISA contempla la corrección de 
la OD obtenida, ya que a la OD de la captura positiva (con VFA) se le resta de la 
OD de la captura negativa (sin VFA) para cada muestra y dilución, eliminando el 
ruido de fondo del ensayo (ver Materiales y Métodos generales sección 2.3.2). 
Finalmente, los terneros no calostrados ni vacunados presentan valores 
claramente negativos para IgM contra VFA así como los animales adultos no 
vacunados provenientes de la zona libre de VFA sin vacunación  
Los animales que recibieron los distintos calostros fueron posteriormente 
inmunizados con una vacuna comercial anti-aftosa. No se encontraron diferencias 
significativas en los títulos séricos de SNV, FL-ELISA ni de IgG1, IgG2 e IgM en 
relación a las curvas esperadas de caída de los Ac calostrales hasta los 28 DPV. 
Se observó un aumento leve en los títulos de Ac totales (FL-ELISA)  post 
vacunación en los animales de los grupos CSC y CMix, aunque sin relevancia 
estadística. A analizar individualmente a estos animales (Fig. 4.7 y 4.9) se 
detectaron algunos capaces responder positivamente a la vacunación. Tal como 
ha sido ya discutido en el capítulo 1, a pesar de su relevancia biológica, estas 
respuestas puntuales y de baja intensidad relativa no afectan sensiblemente al 
promedio del grupo. 
En el caso de los terneros del grupo CCC, no se observó este fenómeno en 
ninguno de los animales. En particular, estos terneros presentaron títulos 
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levemente mayores de Ac totales tanto al primer día de vida como al momento de 
la vacunación (aunque estadísticamente no significativos). Por ello, no puede 
concluirse que la presencia de células en el calostro sea un factor crítico en el 
desarrollo de la respuesta inmune de los terneros frente a la vacunación con VFA. 
Es interesante destacar que en el caso de los AcN, aquellos terneros que 
presentaron los títulos más elevados el día de la vacunación (0 DPV) mostraron 
una abrupta caída en los títulos de SNV luego de la vacunación (Fig. 4.9). Esto ha 
sido reportado por otros autores [130,131] y coincide con lo observado en el sub-
grupo B de terneros del Grupo experimental 1 (Capítulo 1).  
Los terneros no calostrados mostraron inducción de respuesta inmune 
humoral específica contra VFA luego de la vacunación. Sin embargo, la respuesta 
fue de menor magnitud y levemente retrasada en comparación con los terneros 
calostrados que fueron vacunados cuando los Ac calostrales eran ya bajos o 
indetectables en esta misma tesis (Fig. 4.22). El perfil de isotipos de la respuesta 
fue comparable. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.22. Títulos (media ± SEM) de Ac totales (A) o Ac neutralizantes (B) obtenidos 
luego de la vacunación de terneros en presencia de bajos niveles de AcC . “GE1 grupo 
D”: grupo experimental 1D (capítulo 1) y “GE2 grupo B”: grupo experimental 2B (capítulo 
2). “CAL-” terneros privados de calostro (capítulo 4). 
 
Los terneros de los grupos estudiados anteriormente, 1D y 2B (capítulos 1 y 
2, respectivamente) eran mayores a 5 meses de edad al momento de la 
vacunación, mientras que los del grupo CAL- fueron vacunados al mes de vida. 
Esto no tendría mayor relevancia tomando en cuenta los resultados obtenidos por 
Sadir y cols. y Nicholls y cols. con terneros de un mes edad o aún más jóvenes, 
que respondieron a la vacunación anti-aftosa del mismo modo que los animales 
adultos [131,160]. De todos modos, es importante tener en cuenta que  la 
información acerca de la madurez del sistema inmune del ternero a lo largo del 
primer mes de vida aún permanece incompleta [137,156]. Kampen y cols. [193] 
indicaron que en terneros de 30 días los linfocitos B representan solo el 50% de lo 
esperable en un adulto [193]. Otros autores reportaron que la capacidad de 
generar anticuerpos en bovinos de corta edad depende de los antígenos y 
adyuvantes utilizados [194,195]. Pareciera entonces importante replantear a la 
edad del ternero como factor influyente en la respuesta humoral contra VFA.  
FL-ELISA
0 5 10 15 20 25 30 35 40
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
EPP75%
DPV
T
ít
u
lo
 F
L
-E
L
IS
A
 O
1
C
 (
L
o
g
1
0
)
SNV
0 5 10 15 20 25 30 35 40
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
 GE3 CAL-
 GE1 grupo D
 GE2 grupo B
EPP75%
DPV
T
it
u
lo
 S
N
V
 p
a
ra
 O
1
C
 (
lo
g
 1
0
)
A B
Vet. Danilo Bucafusco   Capítulo 4 
115 
 
Otro factor a considerar en esta comparación, es el posible efecto facilitador 
de Ac de baja actividad neutralizante en la inducción de la respuesta específica. 
Se ha demostrado que el VFA activa a las células dendríticas cuando se 
encuentra acomplejado por Ac no neutralizantes, o que facilitaría la presentación 
antigénica [196]. Al estudiar la capacidad de respuesta celular mediante la 
producción de INF- observamos que en la mayoría de los animales con excepción 
de aquellos que pertenecieron al grupo CMiX, la misma estaba disminuida al inicio 
del experimento. Esto se evidenció en la incapacidad de producir IFNen 
respuesta a la estimulación con PWM a los 10 días de vida. Esta funcionalidad, sin 
embargo parece recuperarse gradualmente con la edad. Durante el transcurso de 
esta tesis Nonnecke y col. demostraron que los terneros presentaban menor 
capacidad producir IFN- en respuesta a PWM  al nacimiento que a las 7 semanas 
de vida y que no había diferencias entre terneros calostrados y privados de 
calostro[197] 
Según la bibliografía, estos hallazgos estarían relacionados con una 
supresión de las respuestas del tipo Th1 en los neonatos como producto de las 
altas concentraciones de hormonas e interleuquinas (cortisol, prostaglandina E2, 
IL-4 e IL-10) que están presentes en el momento del parto y que se mantienen por 
cierto tiempo en la circulación del ternero [137]. A pesar de ello, otro trabajo 
demuestra que terneros vacunados el día su nacimiento con vacuna BCG, fueron 
capaces de generar una respuesta del tipo Th1, con producción de IFN- y 
resistieron un desafío con Mycobacterium bovis de la misma forma que aquellos 
vacunados a las 6 semanas de vida[198]. En nuestros ensayos, estas variaciones 
en la respuesta hacia PWM no parecen afectar los resultados obtenidos para los 
antígenos de VFA. 
En concordancia con los resultados obtenidos en el capítulo 3 a partir de 
terneros que había calostrado naturalmente de sus madres, estos animales 
tuvieron la capacidad de responder ex vivo a partículas 140S de VFA inactivadas 
antes de ser vacunados. Esto fue evidente en algunos de los tiempos y solo en los 
grupos que recibieron calostro (CCC, CSC y CMiX). En el capitulo anterior 
analizamos la posibilidad de que estas respuestas estuvieran mediadas por 
células transferidas desde el calostro de madres inmunizadas. Sin embargo, los 
animales que recibieron calostro sin células, mostraron un comportamiento similar 
a los que recibieron calostro con células tanto pre y como post vacunación. 
Lamentablemente el escaso número de animales incluido en cada grupo impide 
analizar si existen diferencias significativas entre ellos y con los animales privados 
de calostro. De ser así, podría significar que, las células transferidas a través del 
calostro no serian necesarias para generar este tipo de respuestas. 
Recientemente ha sido descrito que los linfocitos T δ de bovino son 
capaces de producir IFN- tempranamente al reconocer al Virus Sincicial 
Respiratorio Bovino sin necesidad de interactuar con células presentadoras de 
antígeno [199]. También se ha descrito que aunque estas células pueden producir 
grandes cantidades de IFN-solo el 20% de esta población posee esta capacidad. 
Pero quizás lo más interesante de estas células es que pueden llegar a 
representar hasta el 70% de los linfocitos en los animales joven y que poseen la 
potencialidad de activarse en presencia de antígenos proteicos y no proteicos por 
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mecanismos independientes  de la presentación en el contexto de Moléculas del 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) [200,201,202]. Otro trabajo 
también describe que, en conjunto con células adherentes presentes en la sangre, 
las células NK bovinas pueden producir IFN-como respuesta a la estimulación 
con antígenos proteicos [203,204]. Resulta probable entonces, que INF- pueda 
ser secretado en un cultivo ex vivo por células del sistema inmune innato sin 
necesidad de transferencia de células primadas a través del calostro y que el 
origen y la cantidad de esta citoquina secretada en consecuencia de la 
estimulación sea diferente antes o después de una inmunización. Sin embargo 
esto no explica por qué los animales privados de calostro no generaron ninguna 
respuesta previa a la vacunación. 
Todos los animales de todos los grupos mostraron un aumento en la 
producción de INF- en respuesta a la vacunación, independientemente del 
tratamiento de calostrado. El pico de respuesta se observó la los 14 DPV, lo que 
coincide con la cinética descripta en la bibliografía al vacunar animales 
adultos[81]. No hubo diferencias apreciables entre las distintas cepas de VFA 
utilizadas en la estimulación, aunque el virus C3/Indaial presentó una activación 
basal algo superior al resto. 
En los terneros privados de calostro, la respuesta de IFN- luego de la 
vacunación se vio retrasada en el tiempo y fue de menor duración con respecto a 
los grupos CCC y CSC. Basándonos en los diferentes calostros suministrados en 
estos grupos podemos concluir que este resultado no podría adjudicarse a la 
adquisición de células primadas a través del calostro ni a la edad de los terneros 
(ya que eran equivalentes). Consideramos que esta menor capacidad de 
respuesta en los animales privados de calostro podría atribuirse a la ausencia de 
algún factor inmunoestimulante presente en la fracción soluble del calostro e 
incluso a la ausencia de Ac específicos que podrían cumplir una función 
facilitadora [196,205]. Nuevos estudios deberán ser diseñados para evaluar cuales 
son las células del ternero neonato implicadas en la producción de IFN-, si la 
presencia de Ac  al momento de la vacunación puede de alguna forma facilitarla o 
determinar si algún factor soluble del calostro es capaz de activar estas 
respuestas que no ocurren en ausencia de antígenos. 
La respuesta celular a la vacunación en los terneros neonatos también fue 
evaluada en cuanto la capacidad de proliferación de sus PBMC. Al igual que lo 
observado para IFNla vacunación indujo proliferación celular contra todas las 
cepas vacunales. La respuesta se evidenció entre los 7 y 14 DPV, y es 
comparable en magnitud y cinética en todos los grupos independientemente del 
calostro que recibieron. La presencia de Ac calostrales no impidió la inducción de 
respuesta linfoproliferativa anti VFA, ni la ausencia de los mismos representó una 
ventaja en la inducción de esta respuesta. Elsdey y cols. reportaron un resultado 
similar pero trabajando con el Virus de la Diarrea viral Bovina (VDVB) [126].
Los terneros del grupo CCC presentaron valores de linfoproliferación 
diferentes a los otros grupos al momento de la vacunación y en la semana 
posterior. Sin embargo, esto no pudo confirmarse estadísticamente probablemente 
debido al reducido número de terneros. Probablemente, células con capacidad de 
proliferar antes de que los terneros fueran vacunados  provengan del calostro de 
Vet. Danilo Bucafusco   Capítulo 4 
117 
 
las madres vacunadas tal cual lo reportado por Donovan y cols. [180]. En dicho 
trabajo los investigadores lograron detectar células con actividad linfoproliferativa 
en terneros tratados con calostros completos de madres vacunadas con VDVB, en 
contraposición con la ausencia de actividad en terneros que recibieron calostro 
acelular. El efecto observado mostró un máximo de actividad el primer día de vida 
de los animales para luego desaparecer completamente hacia el día 7. Nuestros 
resultados muestran que, al mes de vida, las células inmunes específicas contra el 
VFA transferidas por calostro seguirían siendo activas.  
En este capítulo hemos generado datos únicos acerca de la cantidad y 
calidad de anticuerpos contra VFA presentes en el calostro y la transferencia de 
los mismos a los terneros bajo los estándares de vacunación aplicados en el país. 
Nuestros resultados muestran que la presencia de altos niveles de Ac calostrales 
al momento de la vacunación, mayoritariamente neutralizantes y del isotipo IgG1, 
interfieren con la inducción de la respuesta neutralizante anti-VFA pero no con la 
inducción de inmunidad celular (medida mediante linfoproliferación y por 
producción de IFN-. Hemos verificado que la presencia o ausencia de células en 
el calostro o incluso la administración de calostros de diferentes madres no influye 
en la respuesta inmune a la vacunación. 
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La Fiebre Aftosa es la primera enfermedad para la cual la OIE estableció 
una lista de países y zonas libres [48]. En gran parte del territorio Argentino la 
enfermedad se controla mediante vacunación. Las vacunas comerciales contienen 
partículas virales inactivadas correspondientes a las cepas A24/Cruzeiro, 
A/Arg/2001, O1/Campos y C3/Indaial. Las inmunizaciones se realizan dos veces al 
año a todos los bovinos de hasta 2 años de edad. Los animales mayores de 2 
años son vacunados una vez al año. En este tipo de diseño, y con el actual 
conocimiento de la inmunidad generada por la vacunación, la población más joven 
es el segmento de mayor riesgo en caso de un brote. A pesar de ello, las 
publicaciones acerca de eficacia de la vacunación anti-aftosa en terneros son 
escasas y datan de más de 15 años de antigüedad. En estos trabajos se utilizan 
cepas que actualmente no circulan o no forman parte de la vacuna, y adyuvantes 
que son diferentes a los actuales [206,207]. Las mediciones de Ac de estos 
estudios se hicieron mediante FL-ELISA ó SNV (no ambas), por lo que nunca se 
aplicó más de una técnica serológica para estudiar la respuesta inmune de los 
terneros.  
Un único trabajo científico publicado, que data de 1963, determina el título 
de Ac para VFA en el calostro bovino así como en terneros calostrados [150]. 
Dado que el estudio utilizó una vacuna experimental monovalente adyuvada con 
hidróxido de aluminio, los terneros mamaron el calostro ad-libitum y sólo se 
determinó la capacidad neutralizante de los Ac utilizando ratones lactantes, estos 
datos son de escasa utilidad a la hora de compararlos con los obtenidos del 
esquema de vacunación actual de nuestro país.  
Hasta nuestro conocimiento, la información generada en este trabajo de 
tesis sería el primer reporte acerca de los títulos y composición de Ac anti VFA en 
calostro de animales inmunizados con las vacunas comerciales utilizadas en los 
establecimientos de Argentina, así como en terneros calostrados.  
Los resultados de esta tesis constituyen además, los primeros datos 
disponibles sobre el estudio de la respuesta inmune humoral en terneros 
calostrados inducida por vacunación, evaluada no solo en cuanto a Ac totales o 
neutralizantes,  sino también en cuanto a la avidez y al perfil de isotipos de los Ac 
inducidos. Este trabajo analizó la respuesta inmune humoral y celular a la 
vacunación anti-aftosa en los terneros, considerando el posible efecto modulador 
de la transferencia de inmunidad pasiva por parte de madres vacunadas.  
No observamos diferencias en cuanto a la transferencia pasiva de Ac en 
presencia o ausencia de células inmunes en el calostro suministrado a los 
terneros. En los bovinos, el proceso de absorción intestinal de proteínas del 
calostro no es selectivo y está mediado por vacuolas transportadoras de gran 
tamaño que permiten el transporte de grandes cantidades de proteínas [90]. Por 
otro lado, existen también receptores específicos para IgG1 en el intestino de los 
terneros. Levieux y cols. describen que el 85% de las Igs presentes en el calostro 
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pertenecen al isotipo IgG1, ya que existe un mecanismo de transporte activo de 
esta Ig hacia la glándula mamaria preparto [112]. 
La IgG1 es por tanto, el isotipo que mayormente se transfiere a los 
terneros. Un punto relevante que surge al estudiar la transferencia de Ac 
calostrales, es que la relación entre los títulos de AcN anti-VFA en los terneros y 
sus calostros resultó ser más alta que la relación observada en AcT medidos por 
FL-ELISA. Hemos propuesto que esta preponderancia de Ac neutralizantes 
calostrales podría  estar relacionada con los mayores títulos de IgG1 transferidos. 
Trabajos previos de nuestro laboratorio mostraron una asociación entre actividad 
neutralizante generada por vacunación mediada por IgG1 [68,143,191], y actividad 
neutralizante mediada por IgM [157], en tiempos tempranos a la infección. 
Recientemente, nuestro laboratorio demostró que existe concordancia entre la 
información que brinda la titulación de IgG1 y el ensayo de seroneutralización 
[191]. La relación entre isotipo y actividad neutralizante no resulta evidente, pero 
los datos indican que podrían estar relacionadas de algún modo. 
La generación de respuestas primarias de IgM anti-VFA a la vacunación 
estaría negativamente afectada por la preexistencia de Ac maternos. Sólo los 
terneros con muy bajos niveles de Ac calostrales (subgrupo D, capítulo 1) 
respondieron con un evidente aumento en los títulos de IgM, en forma similar a 
bovinos adultos o privados de calostro (grupo Cal-, capítulo 4). Posteriormente, el 
perfil de isotipos inducidos suele cambiar a IgG1 y más tardíamente a IgG2 que, 
según muestran nuestras curvas de cinética, se mantiene en el tiempo y 
contribuyen a la persistencia de AcT determinados por FL-ELISA. 
Una observación importante del análisis de los datos de esta tesis, es que 
la respuesta humoral en terneros calostrados y vacunados, medida por 
seroneutralización, no presentó el mismo curso temporal que la de Ac totales 
medidos por FL-ELISA. En todos los casos, los Ac neutralizantes mostraron 
caídas más pronunciadas que los Ac totales. Aún más importante es la 
observación de que la vacunación en presencia de niveles altos de Ac calostrales 
totales (títulos >3) no modifica la caída de títulos de Ac neutralizantes prevista por 
la curva teórica según su vida media, pero sí la de Ac totales. Si bien no es posible 
brindar una explicación fehaciente de los mecanismos que subyacen a estas 
observaciones, es evidente que la utilización de una u otra técnica puede brindar 
visiones parciales y hasta contrapuestas de la respuesta generada.  
Los resultados presentados demuestran que existe una interferencia entre 
los anticuerpos calostrales preexistentes, tanto sobre la vacunación como sobre la 
revacunación. La aplicación de un esquema de vacunación-revacunación 
(espaciadas en un mes) en terneros con altos niveles de Ac calostrales, impide la 
caída de los títulos de FL-ELISA pero no los de SNV. En los programas de 
relevamiento serológico estos animales presentarían títulos de FL-ELISA 
correspondientes a una EPP>75%, pero las diferencias con los valores 
observados por SNV ameritarían profundizar el ajuste de las distintas técnicas 
serológicas (soportado con ensayos de desafío) para este grupo etario.  
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Existen varias hipótesis acerca de la interacción entre los anticuerpos 
adquiridos pasivamente por el terneros y la generación de anticuerpos endógenos 
como producto de la vacunación anti-aftosa, que han sido recopiladas por Kitching 
y Salt [192]. La neutralización de los antígenos vacunales, la supresión antígeno 
especifica de linfocitos B y la acción de la red inmunomoduladora idiotipo/anti-
idiotipo han sido mecanismos propuestos de modulación en neonatos.  
Teniendo en cuenta que la mayoría de las inmunoglobulinas anti-VFA 
presentes en el calostro, y en particular aquellas finalmente transferidas al ternero, 
son del isotipo IgG1, especulamos entonces que tal vez la presencia de altos 
niveles de Ac neutralizantes bloquean los epitopes neutralizantes, por lo que las 
células B solamente reaccionan con los epitopes no neutralizantes induciendo una 
respuesta primaria contra ellos. Estos Ac serían detectables al medir Ac totales 
pero no al medir Ac neutralizantes. Esta hipótesis se sustenta también en el hecho 
de que al revacunar los animales con altos Ac calostrales al momento de la primo-
vacunación, aumentan los títulos de FL-ELISA e IgG2 pero no los neutralizantes. 
Aldridge y col. demostraron en terneros neonatos una depleción isotipo específica 
de linfocitos B residentes en órganos linfáticos como consecuencia de la ingesta 
de calostro [208]. Aunque estos resultados nunca fueron reproducidos, también 
podrían explicar el fenómeno de la interferencia registrada que justamente parece 
ser mayor para el isotipo IgG1. 
Uno de los principales hallazgos del presente trabajo fue el encontrar una 
respuesta celular anti-VFA en terneros calostrados que aún no habían recibido 
vacunación anti-aftosa (capítulos 3 y 4). Esta respuesta parece fluctuar 
manteniendo una pendiente negativa desde el día de calostrado y hasta los 6 
meses. Sin embargo, la presencia de células productoras de IFN- no estaría 
necesariamente asociada a células de origen calostral, ya que esta respuesta 
pudo verse en animales que no recibieron células inmunes, por lo que podría estar 
asociada, al menos en parte, a linfocitos T- que son abundantes en los animales 
de corta edad y que tienen la capacidad de producir IFN- en respuesta a ciertos 
patrones proteicos y no proteicos asociados patógenos [199,201]. 
La respuesta obtenida luego de la estimulación con partículas completas 
(140s) de VFA purificado resultó un parámetro de excelente eficiencia para medir 
la respuesta celular generada por la vacunación. Aunque no necesariamente se 
encuentra ligada a la respuesta linfoproliferativa, la producción de IFN- se 
comportó de forma similar a esta. Por lo tanto, proponemos este sistema como un 
sistema alternativo a la linfoproliferación para estudiar la respuesta inmune celular 
contra VFA no sólo en terneros sino también en bovinos adultos.  
No existe ningún reporte bibliográfico que describa  las respuestas de IFN-  
utilizando una vacuna para VFA en terneros calostrados. Para el caso particular de 
este virus, algunos trabajos reportan una asociación entre la activación de las 
células productoras de IFN- por la vacunación y la protección ante el desafío viral 
en bovinos adultos [81,169]. Como ya mencionamos, otros, reportan la asociación 
de protección con altos títulos de IgG1 en suero [143,191,209] 
Vet. Danilo Bucafusco   Discusión Final/Conclusiones 
121 
 
La conjunción de estos factores sería de suma relevancia en la protección 
del ternero, ya que nuestros resultados confirman que la presencia de altos niveles 
de AcC, mayoritariamente IgG1, al momento de la vacunación no interfieren con el 
montaje de una respuesta de células productoras de IFN-. Sin embargo, varios 
trabajos demuestran que el IFN- modula la respuesta humoral, sesgándola hacia 
la producción de IgG2 [210,211,212]. Entonces ¿ambas conclusiones serían 
contradictorias o estarían explicando mecanismos diferentes capaces de proteger 
al ternero ante un desafío con VFA?. 
Finalmente, nuestros resultados también muestran que la transferencia de 
células inmunes por calostro no tendría impacto directo en la respuesta celular a la 
vacunación en los terneros. Esta respuesta, medida tanto por linfoproliferación 
como por estimulación/ELISA de IFN-, se detecta a los 7 DPV y se mantiene en el 
tiempo, independientemente de si el animal recibió o no células con el calostro. La 
respuesta se retrasa en el tiempo si el animal fue privado de calostro, mostrando 
que cierta inmunomodulación puede estar más relacionada con la presencia de  
factores solubles del calostro, que con las células maternas en sí. 
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CONCLUSIONES 
 
 No hay diferencias en la transferencia pasiva de Ac anti-VFA en relación a la 
presencia o ausencia de células inmunes en el calostro suministrado a los 
terneros.   
 Luego de la vacunación en presencia de Ac calostrales, existen amplias 
discrepancias entre la respuesta de Ac séricos anti-VFA O1/Campos al titulada  
por SNV o FL-ELISA.  
 La aplicación de esquemas de vacunación-revacunación (espaciadas en un 
mes) en terneros con altos niveles de Ac calostrales evita la caída de los Ac 
totales, medidos por FL-ELISA, pero no la de los Ac neutralizantes. 
 Los anticuerpos neutralizantes transferidos por el calostro interfieren con la 
generación de la respuesta inmune humoral pero no con la celular.   
 Los terneros vacunados, privados de calostro o tratados con calostros 
completos o acelulares, generan una  respuesta celular anti-VFA a partir de la 
semana de vacunación, con un máximo a las dos semanas.  
 La vacunación con VFA generó una respuesta de IFN- similar para las 4 
cepas de incluidas en la vacuna. Por lo tanto, el uso de cualquiera de ellas 
sería de utilidad para futuros ensayos inmunológicos. 
 
 La transferencia de células a través del calostro no muestra ventajas 
evidentes, en comparación con  la administración de calostros acelulares, en 
la respuesta global observada a la vacunación anti-VFA. 
 La evaluación de la inmunidad a las vacunas en este grupo etario debería 
tener en cuenta parámetros que reflejen la capacidad neutralizante de los Ac 
anti-aftosa a fin de mostrar la situación real de los terneros ante la posible 
interferencia de la inmunidad calostral.  
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